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S ~ RESUMO

Este trabalho buscou caracterizar bioguimica e molecularmente uma nova lectina obtida de sementes de
Canavalia grangifiora Benth. A lectina de sementes de C. grandifiora Benth. (ConGF) foi isolada através de
cromatografia de afinidade em Sephadex G-50, eluida com glicose 0,1 M. Apresentou trés bandas em
eletroforese de gel de poliacrilamida em presenga de SDS e 2-mercaptoetanol: cadeia o e fragmentos B e ,
respectivamente, com 25, 50 e 100 kDa, analogos a outras lectinas da subfribo Diocleinae. A composigdo de
aminoé&cidos da ConGF revelou alto teor de &cido &spartico serina & leucina. N&o se detectou metionina nem
cisteina. A ConGF mostrou identidade imunoldgica total com as Canavalias testadas, parcial com Dioclea
rostrata e sem reagac com Dioclea guianensis e Vatairea macrocarpa. A ConGF mostrou padrdes de ligagdo
termodinamicos aos analogos dedxi semelhantes aos encontrados para outras lectinas de Diocleinae. Os
perfis eletroforéticos em presenca de SDS e 2-mercaptoetanol revelaram que a farinha de sementes de C.
grandifiora Benth. apresentou mais bandas em comum com o género Dioclea do que com as espécies da
_tribo Phaseoleae Cratyfia florfbunda e Cymbosema sp. A atividade biolégica da ConGF revelou alta atividade
hemagiutinante com eritracitos de coelho néo tratados e eritrcitos humanos tipo A, tratados com tripsina. A
hemaglutinacéo em eritrécitos de coelho foi inibida por manose, o-D-metil-piranosideo, 1-o-Metil-a-D-
glicopiranosideo e as glicoproteinas: mucina suina e bovina e lactotransferina bovina. A sequéncia parcial de
aminoacidos e nucleotldeos mostrou alta homologia estrutural com as outras sequéncias de aminoécidos de
Diocleinae
O estudo genético revelou, na andlise de cromossomos de espécies de Canavalia na metéfase, 2n = 22,
numero de cromossomos encontrado na maioria das espécies da tribo Phaseoleae. Os cromossomos
metafasicos s@o pegquenos e extremamente homogéneos, o que dificultou a preparagdo de um cariotipo. Os
estudos moleculares envolveram a clonagem do gene ConGF em Escherichia coli, 0 sequenciamento e a
anélise filogenética, incluindo oufras lectinas de leguminosas sequenciadas. Para a clonagem, inicialmente, 0
reagente CTAB mostrou-se eficiente na extragdo do DNA gendmico, apresentando uma banda Gnica, em gel
de agarose, de 23.000 pb, sem arrastes. A amplificagao do gene ConGF em DNA gendmico foi efetuada com
iniciadores do gene homégo ConBr de Canavalia brasiliensis, apresentando uma banda (nica formada por
produtos de PCR, em gel de agarose, equivalentes 4 870 pb. A mesma banda foi obtida na reagdo de PCR
com plasmideos-extraidos por hidrlise alcalina em clones de Escherichia cofi, atestando a ocorréneia de
transformagdo das bactérias. O estudo filogenético feito com 70 sequéncias de aminoécidos de lectinas do
grupo Fabaceae (= Papilionoideae), apesar de muitas incongruéncias, definiu claramente a subtribo
Diccleinae, a fribo Vicieas & mostrou que alguns grupos evolutivamente afins, como Galegeae-Vicieae-
Trifolieae, Phaseoleae & Sophoreae-Genisteae puderam ser definidos. O estudo evolutivo envolvendo o
calculo das taxas de Ks (taxas de mutagBes sinbnimas) e Ka (taxas de mutagées ndo sindnimas) em
sequéncias de nucleotideos de lectinas de leguminosas mostraram que estas apdiam a teoria neutralista de
Kimura.
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- ABSTRACT

The aim of the present work was to obtain a bicchemical and molecular profiles of a new lectin isolated from
seeds of Canavalia grandifiora Benth. ConGF was isolated by affinity chromatography in Sephadex G-50 and
- -eluted by 0.1M glucose. SDS-PAGE in the presence of 2-mercaptoehanol of ConGF yielded three distinct
- bands: o - chain and §- and y- fragments (25, 50 e 100 kDa, respectively}. They are similar with others lectins
from sub tribe Diocleinae. ConGF amino acid composition exhibited high amount of aspartic acid, serine and
leucine. Methionine and cysteine were not present. The lectin showed immunological identities with lectins
from Canavalia species and partial with Dioclea rostrata but not with D. guianensis and Vatairea macrocarpa
lectins. The ConGF lectin showed thermodynamic bindings profiles to deoxy analogs as observed with
Dioclea lectins. _The binding kinetic with glycoproteins exhibited a lectin preference for oligomannosides,
specially Man9. The seed flour PAGE-SDS with 2-mercaptoethanol showed a number of bands similar with
~ the genus Dioclea but not with those from Crafylfia floribunda and Cymbosema sp seeds. The lectin present in
C. grandifiora agglutinated strongly native rabbit erythrocytes and frypsin-freated human A erythrocytes.
ConGF was inhibited by mannose, o-D-methyl-pyiranoside, 1-o-Methyl-a-D-glucopyranoside and by the
- glycoproteins porcine and bovine mucin and bovine lactotransferrin.
The genetic studies showed by metaphysic chromosomes analysis on Canavalia species 2n = 22, like the
most Phaseoleae fribe. They are small and very homogeneous. The molecular studies were carried out with
the cloning in Escherichia coli, the gene seguencing and the phyilogenetic analysis, inciuding others
leguminous fectins. The CTBA was efficient for extraction of DNA, showing a single band, in agarose gel, with
23.000 bp. The PCR amplification in genomic DNA and recombinant plasmids was effected with homologous
primers of ConBr (Canavalia brasiliensis) geng, presenting only a band with 870 bp. The same DNA band was
obtained in the PCR with plasmids from alkaline hydrolysis in E. coli clones, which confirms the transformation
by the bacteria. The phylogenetic studies upon 70 amino acid sequences of Fabaceae lectins, clearly defined
the Diocleinae subtribe and the Vicieae tribe. Furthermore, the results showed a evolutionary affinities
between Galegeae-Vicieae-Trifolieae, Phaseoleae and Sophoreae-Genisteae groups. The evolutive study use
the Ks and Kx frequencies in nucieotide sequences of fegume lectins, showed Kimura neutralist theory
possibiiities.




-1.INTRODUCAO

O mundo vivo caracteriza-se por sua fantastica biodiversidade. No dicionrio da lingua
- portuguesa 0 verbete “diversidade” (do latim diversifate) reporta os seguintes significados: 1- diferenca,
i dessemelhanga, dissimilitude; 2- di\fergéncia, contradicéo, oposicdo (FERREIRA, 1986). Sendo um tema
recorrente em nossos dias, para o bitlogo, o termo biodiversidade! abriga muito mais do que fascinio, diante
da existéncia de bactérias e elefantes, pinheiros e baleias, organismos capazes de sobreviver a —20 °C nas
areas polares do planeta e outros totalmente adaptados ao deserto de 70 °C. Afravés de um olhar mais
“atento sobre 0 mundo vivo percebe-se que, tanto quanto a diferenga, ou diversidade; chama a atengéo a
- semelhanga, a unidade que permeia todos os organismos vivos. A primeira vista, 0s organismos
~ apresentam projetos completamente diferentes. Por outro lado, do ponto de vista molecular, exibem um
padrdo caracteristico referente as suas fungdes e estruturas quimicas. Seus biopolimeros sdo similares:
&cidos nucléicos e proteinas, sempre constituidos dos mesmos elementos, quatro bases nitrogenadas e 20
aminoacidos, respectivamente, desempenhando papéis correspondentes. Tanto o cédigo genético quanto a
sua correqundente tradug&o protéica mostram forte correlago entre todos os organismos vivos. As mesmas
enzimas mediam as mesmas reacGes. Uma boa parte dos caminhos metabdlicos permanecem
essencialmente os mesmos, da bactéria a0 homem. Portanto, a luz da bioquimica, “diversidade” da vida
poderia também significar “universalidade” da mesma.

Um dos motivos para celebragéo cientifica no século XX foi a descoberta da natureza e fungéo
do DNA, o &cido desoxirribonucléico — a molécula chave responsével pela hereditariedade dos animais,
plantafs e de todos os crganismos vivos. Com ela, fodo um grande nimero de observacgdes, teorizagdo e
experimentagdo em genética comegou a fazer sentido e encontrou o seu célice no trabalho de James D.
Watson e Francis Crick. Sabia-se ento que a molécula de DNA era longa e fina, composta de nucleotideos
de adenina, guanina,-timina e citosina. Os estudos de difragdo de raios X, feitos por Maurice King revelaram
marcas relativas a voltas de uma gigantesca hélice. Linus Pauling havia sugerido que as proteinas eram
muito frequenteménte dispostas como as voltas de uma hélice e que a estrutura do DNA poderia ser
semelhante. Chargéﬂ‘, por sua vez, analisando a composigdo do DNA de diferentes espécies, caracterizou a
Aproporgéo entre os diferentes nucleotideos. Matthev; Meselson e Franklin Stahl em 1958, descobriram como

a molécula se divide para criar duas hélices individuais nas células filhas. A medida que as provas se

‘Biodiversidade € o termo utilizado para definir a variabilidade de organismos vivos, flora, fauna, fungos macroscopicos e
microrganismos, abrangendo a diversidade de genes e de populagdes de uma espécie, a diversidade de espécies, a diversidade de
nteragdes entre espécies e a diversidade de ecossistemas



— acumulavam e o entrelagamento das diversas idéias se tornava mais firme, um corpo de conhecimento sobre

0 DNA se tomou universalmente aceito.

Desde o modelo de Watson-Crick, de 1953, os pesquisadores tém consciéncia da natureza
fundamental da informag&o contida no genoma, e ha uma década, a tecnologia que permite fazer o
sequenciamento do DNA esté disponivel. J& no mesmo ano de 1953 obteve-se o sequenciamento da
primeira pro?eina, a insulina, por Frederick Sanger. Desde entdo, numerosas bases de dados, contendo
milhares de seqiiéncias de pmteinaé e genes, estdo disponiveis para o publico. Com a virada do milénio a
pedra de toque da biologia molecular tornou-se o sequenciamento completo do genoma de organismos.
Atualmente conhece-se a seqiiéncia completa de cerca de 800 organismos, desde aqueles completamente
sequenciados quanto aqueles cuja seqliéncia estd em progresso (SIMPSON et al., 2000). Os trés principais
dominios da vida, Bacteria, Archae e Eukaryota estdo representados. Na virada do milénio, o controvertido
Projeto Genoma propés-se a sequenciar os 3 bilhdes de pares de bases do genoma humano e pretende
mapear cerca de 8 mil genes contidos nos cromossomos humanos.

A moderna Biologia certamente n&o se iniciou com os projetos atuais de sequenciamento, mas
é reconhecivel que uma grande aceleragdo na acumulagdo do conhecimento bioldgico comegou em nossa
era. Para que este conhecimento faga sentido e se tome de fato uma mudanga, torna-se necessario que
reconsideremos nosso conhecimento das células e organismos. Uma parte deste trabalho consistiria
simplesmente na organizagdo, classificagao e analise da imensa riqueza dos dados de seqiiéncias. Assim,
muitos genes com fungdes bioquimicas fundamentais encontrados em grande nimero de espécies seriam
alinhados e analisados para o estudo de relagfes filogenéticas. A face oculta dessas informagGes seria
reconhecer e discemir significativas similaridades entre seqiiéncias que divergiram num passado mergulhado
em um caos de mutagGes randomicas, sele¢do natural e deriva genética.

’ A natureza funciona antes como um reformador do que como um inventor (JACOB, 1977).
Sabe-se que novas seqiiéncias sdo obtidas sempre por rearranjo das seqiiéncias pré-existentes ao invés de
serem propostas de novo. Este aspecto torna-se de extrema vantagem para o bitlogo, pois torna possivel a
andlise computacional de sequéncias. Os sistemas computacionais adicionam uma boa vantagem aos
usuarios na analise de dados de sequéncias. Através destas analises torna-se possivel reconhecer quando
ocorre uma signiﬁcaﬂva similaridade entre uma seqiiéncia em analise e uma seqliéncia sobre a qual aigo ja é
conhecido; quando isso ocorre € possivel transferir informagdes sobre a estrutura e/ou fungao para a nova
_seqiléncia. Pode-ée inferir ent@o, que duas seqUénc}as sao chamadas homologas e que torna-se possivel a
ransferéncia de informagGes por homologia. A imensa acumulagdo de seqiéncias de aminoacidos de
milhares de proteinas diferentes e sua analise tém possibilitado reconstruir muitos dos eventos genéticos que
originaram os taxons de sistemas vivos existentes atualmente.

A primeira seqiiéncia de uma lectina foi obtida de sementes de Canavalia ensiformis, a Con A.
=DELMAN et al., 1972; CUNNINGHAM et al., 1975). A partir deste momento, alguns milhares de seqiiéncias



de lectinas de plantas, animais e microorganismos?, estdo disponiveis para estudo. Na busca de uma

perspectiva filogenética, vérios trabalhos tém caracterizado as lectinas vegetais de leguminosas como
marcadores téxonémicos (OLIVEIRA et al,, 1990; MOREIRA ef al.,, 1993), determinando familias protéicas
(CAVADA et al., 1993, RAMOS et al., 1996) e buscando relagdes evolucionarias (RAMOS, 1997; ROUGE et
al, 1987). De forma geral, a maioria destes trabalhos concordam com a hipétese de que, pela comparagéo
estrutural das lectinas de leguminosas ja estudadas, mais especificamente em Diocleinae, fortes
similaridades estruturais vém 4 tona; atestando tanto uma provavel ancestralidade comum da proteina como
um papel fisioldgico similar nestas plantas.

Este trabalho propde apresentar, entre outros resultados, a comparagdo de seqiéncias de
lectinas de leguminosas, especialmente da sub-tribo Diocleinae, incluindo entre estas uma sequéncia inédita
de nucleotideos da lectina de sementes de Canavalia grandifiora Benth. Sabe-se que seqliéncias em
evolugao acumulariam inser¢Oes e delegbes, portanto, antes da similaridade entre duas seqliéncias ser
avaliada, o tratamento inicial tipico é encontrar o melhor alinhamento possivel entre elas. Este é capaz de
produzir uma arvore que expressaria a relagao filogenética entre os organismos estudados. Estes dados, em
conjunto com uma caracterizagdo bioguimica parcial desta lectina, buscardo estender um pouco mais o
conhecimento sobre a caracterizagdo bioquimica e as relagdes filogenéticas das lectinas da subtribo
Diocleinag, propondo também, na medida do possivel, um contraponto as lectinas de leguminosas em geral
que ja tivéram suas seqiiéncias de aminoacidos e/ou nucleotideos ja determinadas.

Desta forma, este trabalho propde-se a ampliar um pouco mais, sempre de forma nao
definitiva, o conjunto de conhecimentos relativos as lectinas de leguminosas, buscando algumas respostas a

pertinentes perguntas acumuladas desde que Stilmark, em 1888, definiu o fator hemaglutinante.

- Czrca de 5110, incluindo segiiéncias de nucleotideos e aminoacidos (Genbank, acesso em 06/02/01)



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

~ Os objetivos gerais deste trabalho s&o a caracterizagdo bioquimica e genética de uma nova
lectina da subtribo Diocleinae, doravante denominada ConGF, obtida de sementes de Canavalia grandifiora
Benth.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3 Clonagem do gene da lectina de sementes de C. grandiflora Benth. (ConGF) homologo ao
gene da lectina de sementes de Canavalia brasiliensis no vetor procaridtico Escherichia coli.
3 Sequenciamento de nucleotideos do gene da lectina de sementes de Canavalia grandiflora
“Benth. e estabelecimento de sua relago filogenética com outras lectinas.

3 Comparacdes evolutivas entre leguminosas com o uso de seqiiéncias de lectinas.



- 3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Lectinas vegetais: A BUSCA DA IDENTIDADE
(Definicdes — Classificacdes)

- Desde a descoberta do fator hemaglutinante de Ricinus communis por Stillmark em 1888, as
lectinas, ou aglutininas, de foma geral, sdo conhecidas como “classe de proteinas capazes de se ligar
! reversivelmentt; amono ou oligossacarideos”. A classificagdo da maioria das lectinas extraidas de plantas se
refere somente a essa capacidade de se ligar e reconhecer especificamente determinado carboidrato,
diferindo em maior ou menor grau com relagdo as especificidades aos carboidratos ligantes, as suas
estruturas moleculares e propriedades bioquimicas e bioldgicas. Assim, e pelo fato do papel biologico das
lectinas de plantas ser quase, ou ainda totaimente obscuro, a classificagdo dessas proteinas mostra-se
incdnclusiva e vém sendo objeto de inlimeras controvérsias de seus estudiosos.

Esta indefinigdo remonta & propria histéria das lectinas. A medida que novas propriedades vdo
sendo descobertas, novos termos e definigdes vdo sendo praduzidos. O termo “hemaglutinina” proposto por
Elfstrand em 1898, referia-se aos efeitos de proteinas de extratos vegetais testadas em animais.
Recentemente, PEUMANS & VAN DAMME, 1995, revisando estes antigos termos, ressaltaram que sob o
ponto de vista da capacidade de aglutinagdo e ndo no sentidé de “selecionar” um determinado grupo
sanguineo, 0 termo “aglutinina” poderia ser mais adequado ao uso para as proteinas aglutinadoras do que o
termo “lecting”. '

Do latim, o verbo “legere” significa selecionar. Este termo foi utilizado iniciaimente por Boyd
para designar algumas proteinas capazes de se ligar a carboidratos, aglutinando eritrocitos especificos do
sistema humano ABO. Com o envolvimento de aglcares nestas reagdes églutinadoras, GOLDSTEIN et al,
(1980) consideraram lectinas como: proteinas ligantes a carboidratos, de origem n&o imune que aglutinam
células ou precipitam polissacarideos ou glicoconjugados.

Entretanto, 0 termo aglutinina excluiria toxinas bem conhecidas, como a abrina, ricina,
modecina, etc, que s&o pouco aglutinantes e que contém subunidades estruturaimente reconhecidas como
lectinas (KOCOUREK & HOREJSI, 1983). Estes autores sugeriram entéo, uma das definicGes mais gerais,
em que as lectinas seriam: proteinas (ou glicoproteinas) de natureza né&o-imunoglobulinica, capazes de
reconhecimento especifico, e de ligagdo reversivel, formando misturas de glicoconjugados sem alterar a
éstrutura covalente de qualquer dos ligantes glicosil reconhecidos. Assim, outras proteinas ligantes a

aglicares, como enzimas, hormdnios e proteinas de transporte seriam excluidas, porém as lectinas



monovalentes estariam inclusas. Entretanto, algumas lectinas atualmente séo reagrupadas e tratadas como
excegdo. A ricina foi a primeira lectina, investigada na Rissia & mais de 100 anos atrés. Atualmente é tratada

COMO- RNA-N-g!icosidas:e. A galectina-10 ¢ conhecida como lisofosfolipase e lectinas do tipo | como as
sialoadesinas agora sdo membros da superfamilia das imunoglobulinas.

MAKELA (1957) classificou as lectinas em quatro grupos distintos, dependendo da
especiﬁcidade_ por agucares simples: grupo / (L-fucose), grupo /f (D-galactose, N-acetil-galactosamina), grupo
i (D-gliéosez D-manose) e grupo IV (D-i&ose, L-glicose e L-xilose). Lectinas que poderiam reagir com
agucares do grupo IV de MAKELA (1957) nunca foram relatadas (GOLDSTEIN & PORETZ, 1986). Através
da coﬁnbinagéo de ensaios de inibicdo de atividade hemaglutinante e cromatografia de afinidade, observados
nos trabalhos-de DEBRAY & ROUGE (1984); WU et al., (1992) e DEBRAY et al., (1994); mostrou-se que é
caracteristico das lectinas que, apesar de se classificarem em determinado grupo, as lectinas de um mesmo
grupo podem apresentar diferengas na afinidade quando oligossacarideos mais complexos sdo testados.
Esta observagéo sugere que outros aminoacidos, além do sitio de interagdo a monossacarideos interagem
com estes carboidratos acarretando a estas lectinas, diferencas na especificidade fina por agicares. As
lectinas de leguminosas, por exemplo, possuem uma regido na estrutura tridimensional rica em aminoécidos
hidrofébicos (cavidade hidrofobica) que se ligam a B-(O-iodofenil)-O-glicopiranosidico (ROUGE et al., 1987).

A déﬁnic,:éo atual e, provavelmente, mais uilizada (PEUMANS & VAN DAMME, 1995)
considera que o pré-requisito para que uma proteina possa ser reconhecida como lectina seria a presenca de
ao menos um dominio néo catalitico que se liga reversivelmente & carboidrato especifico. Deste modo,
derivaram trés divisbes baseados na estrutura geral da proteina: merolectinas, hololectinas e
quimerolectinas. As merolectinas seriam proteinas pequenas, de uma cadeia polipeptidica com um simples
dominio ligante a carboidrato, portanto, séo ndo aglutinadoras. As hololectinas contém dois ou mais sitios
de ligacdo a carboidratos, idénticos ou muito homélogos, portanto, capazes de aglutinar células e precipitar
glicoconjugados. As quimerolectinas, proteinas de fusdo, além do dominio carboidrato-ligante, possui um
dominio com atividade catalitica bem reconhecida, ou outra atividade bioldgica, atuando independente do
dominio cémoidrato-ligante. Estas podem ser mais ou menos aglutinadoras, dependendo do nimero de sitios
fgantes a carboidrato.  Posteriormente, os autores citados introduziram uma quarta categoria, as
superiectinas, que s&0 as que possuem em sua estrutura, pelo menos dois sitios de ligagdo a carboidratos
completamente diferentes quanto a sua especificidade.

7 Sendo uma molécula encontrada Braﬁcamente em todas as classes de organismos, algumas
familias representativas de lectinas j& estdo razoavelmente definidas, mais especificamente quanto a

caracterizagdo bioldgica:



3 e Galectinas sdo uma familia de lectinas animais. Todas mostram especificidade a

galactose;

e Lectinas animais Ca-dependentes (“C-type”) formam uma familia extensa, composta por
membros com diferentes estruturas e fungoes;

o Selectinas formam uma subfamilia das C-lectinas por possuirem uma fungdo especifica
na adeséo de leucécitos a células endoteliais através de reconhecimento da estrutura
sialiLewisX;

o Colecﬁnas, outra subfamilia das C-lectinas, é especifica & manose, possui uma (nica

estrutura consistindo de um dominio C-fype e um dominio colégeno-like. Estéo

supostamentefenvolvidas na imunidade inata.

e Anexinas, sdo um grupo de proteinas com afinidade & lipideos, mas recentemente foi
demonstrado serem lectinas com afinidade para glicosaminoglicanas. Séo de origem
animal, mas sao encontradas também no reino vegetal.

~e O grupo das lectinas de leguminosas contém um grande numero de membros,
estruturalmente bem definidos.

Sob o ponto de vista da biologia molecular, as lectinas poderiam ser congregadas sob o

conceito de familia protéica, desde que objetivamente se passe a conheger as relacdes evolucionérias entre

elas.



- 3.2 Lectinas vegetais: CONSIDERACOES GERAIS

(Estrutura molecular - Caracterizacdo bioquimica)

A presenga de lectinas na maioria das familias do reino vegetal, conjuntamente com a
manutencdo da maioria de suas caracteristicas principais é um indicativo seguro que estas moléculas
desempenham uha papel de extren_1a importancia na sobrevivéncia destas espécies. E importante salientar
que a sua aparente auséncia em algumas espécies tém sido considerada com muito cuidado, pois é sabido
Que 0s ensaios de reconhecimento de lectinas mostram-se pouco sensiveis e podem resultar em pouca ou
nenhuma deteccao, justamente por dificuldades na extragdo das lectinas ou uso de receptor ndo apropriado
para o teste de atividade.

A maioria das lectinas purificadas e caracterizadas foram obtidas de plantas dicotiledéneas.
Com a descoberta da aglutinina de trigo (WGA), a primeira lectina de uma monocotiledénea, no caso uma
graminea, por BURGER & GOLDBERG (1967); mais lectinas foram isoladas tanto desta, como de outras
familias, como da familia Liliaceae (ODA et al., 1987), Amaryllidaceae (OOl et al., 2000), Alliaceae e Araceae
VAN .DAMME etal, 1991, HONQING et al, 1993). Vérias lectinas de gramineas, tais como as de Triticum
sestivum, S_eca/e cereale, Hordeum vulgare, Oryza Sativa, Brachypodium Sylvaticum e Agropyrum repens
'CAMMUE et al., 1985) foram purificadas e caracterizadas. Exceptuando-se a lectina de amoz (TABARY et
2. 1987), todas as lectinas de gramineas possuem uma estrutura bastante similar, composta de dimeros de
W 18000 cada subunidade e reconhecem GIcNAc (N-acetil-D-glicosamina), oligomeros de GIcNAc ou
SaNAc (N-acetil-D-galactosamina). As lectinas de Amarilidaceae sdo dimeros ou tetrdmeros compostos de
suounidades com Mr 13000, especificas para manose e oligomeros de manose e ndo aglutinam eritrécitos
mumanos. Colocasia esculenta e Alocasia indica séé espécies cujas lectinas foram purificadas e mais
2studadas (SINGH et al., 1 993). As éspécies descritas no trabalho de SHANGARY ef al,, (1995); Arisaema
consanguineum, A. curvatum, Gonatanthus pumilus € Sauromatum guttatum pertencem & familia Araceae.

A TABELA 01 relaciona lectinas vegetais (ndo incuindo leguminosas) com a seqiiéncia primaria

2= 2minoécidos) ja obtida.



TABELA 01 - Lectinas de varias familias vegetais (ndo leguminosas) com sequéncia priméria (de
aminoacidos) determinada, disponiveis no GeneBank.

Familia Nome Referéncia basica
Adoxaceae Sambucus nigra VAN DAMME et al., (1996)
Alliaceae Allium cepa VAN DAMME et al, (1993a)
B Allium porrum VAN DAMME et al, (1993a)
) Allium sativum VAN DAMME et al., (1992)

Allium ursinum

VAN DAMME et al., (1993b)

Amaryllidaceae

Clivia miniata

VAN DAMME et al., (1994a)

Galanthus nivalis VAN DAMME et al., (1991)
Brassicaceae Arabidopsis thaliana HERVE et al., (1996)
~ Convolvulaceae Convolvulus arvensis VAN DAMME et a/., (2000)
Cucurbitaceae Cucurbita argyrosperma BOSTWICK et al., (1994)
Cucurbita maxima BOSTWICK et al., (1992)
Cucurbita moschata BOSTWICK et al., (1992)
Iridaceae Crocus vernus VAN DAMME et al., (2000a)
E Liliaceae Tulipa sp. VAN DAMME et al, (1996¢)
Moraceae Artacarpus heterophyilus DHANARAJ et al., (1988)
7 Arfocarpus integer RUFFET et al., (1992)
Arfocarpus heterophyilus DHANARAJ ef al., (1988)
Orchidaceae Cymbidum sp. VAN DAMME et al., (1994b)
Epipactis helleborine VAN DAMME ef al., (1994b)
Gastrodia elata VAN DAMME ef al., (1994b)
Listera ovata VAN DAMME et al.,(1994b)
Poaceae - Oryza sativa WILKINS & RAIKHEL (1989)
. Triticum aestivum WRIGHT & OLAFSDOTTIR
1886
Urticaceae Urtica dioica E:HAP)OT et al., (1986)




3.3 Lectinas vegetais: UMA PERSPECTIVA FILOGENETICA

(Biologia molecular — Filogenia)

3.3.1 CONSIDERAGOES GERAIS

Oé anos 80 foram alvo de uma répida acumulagdo de dados advindos de segiienciamento,
tanto de proteinas como de fragmentos de DNA. A partir dai bancos de dados disponibilizam na rede
mundial de _computadores milhares  destas seqiiéncias. Como conseqiiéncia, tanto programas
computacionais como artigos reportando filogenias baseadas nestas seqiiéncias vém aumentando de uma
maneira exponencial (PAGEL, 1999). O resultado é que uma nova era de estudos biologicos esta emergindo,
possibilitando novos meios de investigar a evolugéo da vida na Terra. Alguns destes estudos envolvem a
possibilidade de se inferir quais seriam as caracteristicas das espécies ancestrais (GOLDING & DEAN,
1§98), a estimativa do tempo de aparecimento de eventos da historia evolutiva (STRAUSS, 1999), teste de
modelos evolutivos (pontuais ou graduais) (GOULD & ELDREDGE, 1993) e estudos comparativos entre
organismos atuais (PAGEL 1993).

O alinhamento simultaneo entre muitas seqiéncias de nucleotideos ou aminoacidos tomou-se
atualmente uma ferramenta essencial em biologia. Alinhamentos multiplos s&o utilizados para variados fins,
como encontrar padroes que se tornardo diagndsticos para caracterizar familias protéicas (DOOLITLE, 1992
SHANKLIN, 2000); para detectar ou demonstrar a homologia entre novas seqiiéncias em familias de
sequéncias ja conhecidas (BLOCH & RICHARDSON, 1991); para ajudar a predizer a estrutura secundaria ou
terciaria de novas seqiéncias (RUSSEL et al., 1997), bara sugerir oligonucleotideos iniciadores para PCR e
como um prelidio no es{udo evolucionario molecular (CAVALCANTI & FERREIRA, 1998).

_ Com a introdugo de novas técnicas de biologia molecular, as seqiiéncias de aminoacidos tém
sido a maior ferramenta para o estudo do processo de evolugdo molecular (DAYHOFF, 1978). Analisando as
seqliéncias acumuladas de aminoacidos de especies de organismos e de varias familias protéicas, muito se
conheceu sobre as caracteristicas das substituiges de aminoécidos ocorridas durante a evolugéo. O
advento de seﬁﬁéncias nucleotidicas disponiveis propiciou um répido aumento no conhecimento das
estruturas primarias dos genes.

As proteinas sdo consideradas excelentes caracteres taxondmicos, ja que as segiiéncias de
aminoécidos s&0 o resultado direto da transcrigéo e tradugéo da seqiiéncia nucleotidica dos genes. O estudo
Je uma proteina, entretanto, pode ser mais (til em um determinado grupo do que em outro. Um dos motivos
czra isso seria a possibilidade de que as taxas de evolugdo de uma proteina podem néo estar

-orelacionadas com taxas obtidas com outros caracteres taxondmicos (GRUNDY & NAYLOR, 1999). Ou



-seja, determinadas proteinas possuem taxas de evolugdo diferentes, mais rapidas ou mais lentas do que
outros caracteres taxonc‘)micc_)s. Como exemplo bem conhecido temos as histonas (WOLFE et al., 1987).

-~ Acomparacdo de seqiiéncias de aminoacidos de duas (ou mais) proteinas homdlogas envolve
também alguma cripticidade devido & degeneragdo do cédigo genético. Assim temos que duas seqiiéncias
de aminoacidos aparentemente idénticas podem ter sua origem em genes que diferem entre si em maior ou

- menor grau de degenerescéncia. Juntando-se a isso a possibilidade que diferentes partes de uma sequéncia

~ de aminoécidos podem ser oriundas de diferente_es partes do genoma e assim, outra informagéo genética que
aquela proveniente de genes estruturais, geralmente lineares, pode ser inserida na determinago de uma
sequéncia 7de amino&cidos de uma proteina. As proteinas mostram também convergéncia ou paralelismo,
além de mutagdes retféativas de aminoécidos que podem levar & conclusdes eradas de homologia
(BOULTER, 1981).

As leguminosas, como grupo, contém varias centenas de tipos diferentes de proteinas. Estas
proteinas exibem variadas fungdes e através destas caracteristicas séo reunidas e classificadas. As
proteinas mais utilizadas nos estudos taxondmicos com leguminosas s&o proteinas de armazenamento das
sementes, lectinas, inibidores de proteases e proteinas do nddulo fixador de N conhecidas como nodulinas.
As nodplinaé caracterizam um grupo genérico de proteinas especificas dos nédulos de leguminosas (VAN
KAMMEN, 1984). Nuh trabaho sobre a domesticag@o de Phaseolus, o teor e a atividade de nodulinas
(Ieghemog!obina, fosfoenolpiruvato carboxilase e glutamina sintetase) foram obtidos de cultivares de P.
vulgaris, incluindo variedades selvagens, oriundas dos dois centros de domesticacdo (andino e
mesoamericano). As variedades domesticadas mostraram um leve aumento nas atividades de nodulinas,
porém a baixa variabilidade dentro deste material relativo aos centros de origem sugeriram que a diversidade
para a fixagao biologica de nitrogénio pode haver sido reduzida pela domesticagdo (CECCATTO, et al. 1998).

3.3.2 — BIOLOGIA MOLECULAR DE LECTINAS VEGETAIS

Uma das lectinas téxicas mais estudadas é a ricina (lectina de Ricinus communis). A clonagem
= a2 expressao da ricina foi obtida por CHANG ef al., (1987); RICHARDSON ef al,, (1988) e O'HARE et al,,
1992); em células COS-MB, levedura e £ coll, respectivamente. O trabaiho de VAN DAMME et al., (2000)
"=portou a presenga de RIPs tipo 2, cuja modelagem molecular mostrou uma estrutura similar a da ricina, na
monocotiledénea Poligonatum muitifiorum L. Os clones gendmicos obtidos revelaram alto grau de
smilaridade com outras RIPs ipo 2. Esta proteina foi iniciaimente identificada no trabalho de VAN DAMME et
= [1996) como uma lectina de ligagdo a manose, com 4 subunidades formando um tetrémero, a analise

s=quencial obtida pela clonagem de cDNA revelou alta similaridade com lectinas que apresentam ligagoes a



manose, tipicas da familia Liliaceae, cujas espécies produzem uma superfamilia de lectinas manose

especificas. _
s Uma aglutinina encontrada em Abrus precatorius foi considerada como proteina de baixa
toxicidade, mostrando-se menos letal que a abrina em ratos. A andlise da sequéncia de nucleotideos de um
clone de cDNA desta mostrou alta homologia (77,8%) com a abrina. Um estudo de mutagénese dirigida
mostrou que uma prolina (Pro-199) seria um dos fatores contribuintes pela baixa toxicidez desta aglutinina
(LU et al, 2000). - _

A sequéncia completa de aminoacidos da lectina de Phaseolus vulgaris (cv. Tandergreen) foi
deduzida a partir da sequéncia de nucleotideos de um cDNA plasmidial. A lectina mostrou-se ser sintetizada
como um peptidio com uma seqiiéncia sinal composta de 20 residuos tomando-se uma proteina madura de
223 aminoé&cidos (HOFFMAN et al, 1982). Fisiologicamente, os transcritos de RNAm de lectina iniciam sua
acumulacao nos cotilédones da plantula no estagio de 9 mm aumentando em quantidade até o estagio de 16
mm, apos o qual os niveis rapidamente diminuem. Em adico, grandes quantidades de transcritos de lectina
s&o detectaveis nos cotilédones em fase de maturagdo. A unidade de transcrigdo da lectina é flanqueada por
seqiiéncias com um contedido excepcionalmente alto (72 a 75%) em nucleotideos A e T e a regido adjacente
a0 gene mostrou possuir elementos controladores da transcricdo do gene em proteina (HOFFMAN, 1994).

~ Posteriormente, HOFFMAN & DONALDSON, (1985) observaram que ocorrem dois genes,
responsaveis pela codificagdo de duas fitohemaglutininas (PHA-E e PHA-L) que codificam proteinas
aglutinadoras de eritrécitos e leucécitos, respectivamente. Retirando-se seqiiéncias anteriores ao gene
PHA-L verificou-se que estas regides anteriores ao gene modulam quantitativamente a expressdo da
proteina. Estas seqiiéncias s@o altamente homologas a dominios protéicos localizados anteriormente aos
2enes de lectina de sementes de soja e aos genes inibidores de tripsina de Kunitz (RIGGS et &/, 1989). Os
autbres consideraram que as interagoes DNA/proteina' sejam evolutivamente conservadas nestes genes de
£quminosas. 7 '

! Os estudos de mutagdo sitio—dirigida, aliada a clonagem e expressdo da proteina, tem
oossibilitado entender porque algumas mutagdes pontuais sdo capazes de alterar completamente uma
=ctina e consequentemente sua agao biolégica. Em sementes de P. vulgaris cultivar Pinto (VOLKER et al.,
“280) foi encoﬁtrada deficiéncia na lectina PHA, ndo existindo o polipeptideo PHA-E e ocorrendo somente
rag0s do polipeptideo PHA-L. O gene codificante para a PHA-E neste cultivar & um pseudogene resultante
= uma simples delegéo no codon 11, causando um erro de leitura e terminagéo prematura da tradugao. O
22ne mutante fundido com partes do gene “normal” e o gene mutante “corrigido” foram montados em vetores
= ntroduzidos em células de tabaco. Ambas as construgdes génicas produziram acumulagdo de transcritos.
= simples corregéo na troca de bases foi capaz de elevar os niveis do transcrito a um fator de 40, resultando

=z sintese de PHA-E em niveis normais.



Baseados nas seqliéncias de aminoacidos de lectinas de legumes e na estrutura tri-

dimensional dos complexos lectina—carboidrato identificou-se a Asn-128 como um étimo candidato para
mutagénese sitio—dirigida para criar um mutante PHA-L que néo se ligasse a carboidratos. O gene mutante
obtido desta forma e o tipo “normal” foram clonados em células de tabaco e produziram suas respectivas
lectinas. Tanto a leucoaglutinagdo quanto as atividades mitogénicas caracteristicas da PHA-L foram
eliminadas com a mutacdo, confimando a premissa de que a ligagéo & carboidratos & essencial para a
atividade biolégiéa desta proteinaj Os polipeptideos mutantes formaram tetrdmeros normais e foram
transportados aos vactiolos onde se acumularam. Observou-se que apesar do pouco distirbio na estrutura
tridimensional da proteina, a mutacdo pontual foi suficiente para alterar completamente o perfil catalitico da
PHA-L (MIRKOV & CHRISPEELS, 1993).

Em Arabidopsis thaliana, WHITHAM et al., (2000) estudando o possivel gene da resisténcia ao
potivirus TEV de tabaco, encontraram que o produto deduzido deste gene & similar a cadeia alfa da lectina de
Artocarpus integrifolia (jacalina) e também & conjuntos de proteinas que contém multiplas repeticdes de
seqliéncias jacalina-fike. De acordo com o trabalho de CHISHOLM et al., (2000) estas repeticdes de
seqiiéncias estariam implicadas na defesa vegetal contra virus, fungos e insetos. HERVE et al., (1996) em A.
thaliana, céracterizaram um gene para um receptor de quinases. Este polipeptideo previsto a partir do gene
mostrou manter um dominio extracelular lectina-fike, similar a lectinas de legumes.

O cDNA da aglutinina de soja (SBA), uma lectina glicoprotéica, obtida de RNAm de sementes
na média-maturagdo, foi clonado por ADAR et al,, (1997), em um fago fambda gt 10 e subclonado em um
plasmideo pUCS e expresso em E. cofi. Os autores encontraram que a glicosilagdo ndo € necessaria para 0
Jobramento da proteina, nem para a reunido de suas subunidades para a formag&o de um tetrdmero protéico

ativo.

~ 3.3.3 SUBSTITUICOES SINONIMAS E NAO SINONIMAS EM GENES E A TEORIA

NEUTRALISTA

Uni dos modos de medir os efeitos da selegdo natural na evolugdo molecular € estimar
- s=caradamente as taxas de substituigbes sinénima; (Ks), ou que n&o levam a alteragdes nos aminoacidos e
2= n3o0-sindnimas (Ka) ou que levam a alteragdes nos amino&cidos. Por exemplo, as diferencas entre dois
=zons GTC (Val) e GTT (Val) € sinbnima, enquanto que diferengas entre dois codons GTC (Val) e GCC
=2 & ndo-sindnima.

A taxa de substituicies ndo-sinonimas € extremamente varidvel entre genes diferentes.

S=izinas extremamente conservadas como alguns hormonios (somatostatina-28 e insulina) tém Ka



- extremamente baixo, chegando a zero nas histonas 3 e 4. Outras evoluem a taxas intermediérias como a

eritropoetina, as hemoglobinas e mioglobina e outras em elevadas taxas (interleucina, apolipoproteinas e
imunoglobulinas) (LI & GRAUR, 1991). As causas deste contraste em um gene, ou diferentes genes, sao
atribuidas a um bem conhecido e razoavelmente bem aceito principio da evolugdo molecular, conhecido
como “restrigdo funcional”. Acredita-se que proteinas, ou partes destas, que sgo funcionalmente menos
importante§ evoluem, em termos de taxas de substituicdo de nucleotideos, mais rapidamente que aquelas
consideradas como mais funcionaié, as proteinas-chave do metabolismo e, nestas, os sitios ativos ou de
ligagdo. Assim, as taxas de Ka e Ks seriam maiores em proteinas, ou partes destas ndo sujeitas  restrigdes
funcionais. 7

As taxas de substituicdo de nucleotideos estdo sujeitas a dois fatores: a taxa de mutagdo e a
probabilidade de fixagao de uma mutac&o. A Ultima vai depender se esta for vantajosa, neutra ou deletéria.
MutagGes que resultam em alteragbes em aminoacidos possuem uma chance maior de causar um efeito
deleterio na fung&o da proteina, do que as mutagbes sinGnimas ou silenciosas e seriam eliminadas da
populagéo, diminuindo a taxa Ka. Este fato é verificavel mesmo em imunoglobulinas. A maioria das mutagdes
ndo-sinénimas sao desvantajosas e s&o eliminadas da populagdo (TANAKA & NEI, 1989). HUGHES & NE,
(1989) reportaram uma situagdo similar em certas regibes dos genes do maior complexo de
histocompatibilidade, onde a taxa Ka > Ks, foi atribuida a selegéo sobredominante.

Em 1968, Kimura postulou que a maioria das mudangas moleculares na evolugéo s&o devidas
a fixag&o randémica de mutagdes neutras (KIMURA, 1968). Esta hipétese, conhecida como feoria neutra da
evolugdo molecular, postula que, ao nivel molecular, @ maioria das mudangas evolucionarias e muito da
variabilidade entre espécies séo causadas, ndo por selegéo positiva de alelos vantajosos, como preconiza o
selecionismo (ou neo-Darwinismo), mas pela deriva genética randomica. Assim, a teoria neutralista coloca
que-a frequéncia dos alelos génicos & puramente estocéastica. Enquantb os selecionistas mantém que
poucas mutagdes sdo neutras e a maior fragdo delas é seletiva, os neutralistas mantém que a maioria das
mutagGes nao-deletérias sao efetivamente neutras.

Entre as inimeras metodologias antevistas para a problemética selecionista/neutralista, o uso
de correlagbes K/Ks vém sendo utilizado por diversos autores. OHTA & INA (1995) reportaram que um dos
modos de medir os efeitos da selecdo natural é a estimativa das taxas de substituicdes sinonimas e ndo
sindnimas. Assim, a ocorréncia de forte selegdo adaptativa afetaria ambas as categorias de substituicGes,
entretanto as substituigoes que acarretam alteragc';es de aminoacidos estdo mais expostas a selegdo que as
sindnimas. Genes onde K > Ks ocorre, sdo considerados sob selecdo Darwiniana positiva, resultado obtido
=m trabalhos 6omo os de GARCIA-MARQTO et al., (1991); com genes da o-amilasefinibidores de tripsing;
WEZSSIER & STEWART (1997); com lisozimas de primatas; HUGHES & NEI (1989); com genes do complexo

22 histocompatibilidade classe II.



— A forte correlagdo entre taxas sinénimas e ndo sindnimas é observavel ndo so entre genes
como dentro de um gene. MOUCHIROUD ef al. (1995) verificando genes de mamiferos encontraram que as

frequéncias de susbstituicdes sinénimas s&o correlacionadas com as frequéncias de nao-sinénimas em um

Mesmo gene, ou Seja, para um determinado par de espécies sao correlacionados com outro par de espécies
para 0 mesmo gene.



TABELA 02 - Lectinas de vérias lectinas vegetais (incluindo leguminosas) com sequéncia primaria (de
nucleotideos) determinada, cujas seqiiéncias estéo disponiveis no GenBank.

Nome Familia Acesso Referéncia(s) basica(s)
Genbank
Abrus precatorius Faboideae 16084 WOOD etal, (1991)
- Allium cepa Alliaceae 404657 VAN DAMME et al., (1993a)
_Allium ascalonicum Alliaceae 404659 VAN DAMME ef al., (1993a)
Allium porrum - Alliaceae 404661 VAN DAMME ef al., (1993a)
Allium ursinum Alliaceae 2570268 SMEETS et al,, (1997)
Arachis hipogaea. Faboideae 951109 *
Arum maculatum Araceae 606711 VAN DAMME et al., (1995)

Bauhinia purpurea Caesalpinioideae 217872 KUSUI et al., (1991)

Brassica napus Brassicaceae 1711295 &

Calystegia sepium Convolvulaceae 1730285 VAN DAMME ef al., (1996a)

Canavalia brasiliensis Faboideae 2225920 GRANGEIRO et al., (1997)

Canavalia ensiformis Faboideae 312382 CARRINGTON et al., (1985)

Canavalia gladiata Faboideae 18009 YAMAUCHI & MINAMIKAWA

1990
Cladrastis lutea Faboideae 1141754 &IAN I%AMME et al., (1995)
Cucurbita maxima Cucurbitaceae 18068 BOSTWICK & THOMPSON,
i : 1993

Clivia miniata Liliaceae 289870 SIAN I%AMME et al., (1994a)

Cymbidium sp. Orchidaceae 436826 VAN DAMME et al., (1994b)

Dolichos biflorus Faboideae 388102 SCHNELL & ETZLER (1988)

Dictyostelium discoideum  Dictyosteliida 469198 FUKUZAWA & OCHIAI (1996)

Epipactis helleborine - Orchidaceae 436824 VAN DAMME et al., (1994a)

Erythrina corallodendron Faboideae 288302 ARANGO et al., (1990)

Galanthus nivalis Amaryllidaceae 168179 *

Glycine max - Faboideae 170005 VODKIN et al., (1983)

Griffonia simplicifolia Faboideae 1336797 ZHU et al., (1996)

Hedysarum alpinum Faboideae 1871523 ¥ :

Hippeastrum sp. Amaryllidaceae 1688124 *

Hordeum vulgare 5 Poaceae 167070 LERNER & RAIKHEL (1989)

Listera ovata Orchidaceae 431098 VAN DAMME et al., (1994)

Maackia amurensis Faboideae 1755075 S

Medicago truncatuia Faboideae 19666 BAUCHROWITZ et al., (1992)

Narcissus sp. Amaryllidaceae 168736 .

Oryza sativa Poaceae 530789 WILKINS & RAIKHEL (1989)

Phaseolus vulgaris Faboideae 169315 JOHN & LONG (1990)

Ricinus communis Euphorbiaceae @ 251807 ROBERTS et al., (1992)

Robinia pseudoacacia Faboideae 538528 YOSHIDA et al., (1994)

Sambucus nigra Adoxaceae 2331045 *

Sophora japonica Faboideae 1755067 VAN DAMME et a/., (1997)

Trifolium pratense Faboideae 1872139 o

Tulipa sp. Liliaceae 1141760 VAN DAMME et al., (1996b)
Urticaceae 170561 LERNER & RAIKHEL (1992)

Urtica dioica

* Nao apresentou trabalho publicado



3.4 Lectinas de Leguminosas — UMA VisAo GERAL

(Estrutura molecular — Caracterizagéo bioquimica)

3.4.1 O objeto de estudo - Canavalia grandifiora Benth.

- A familia Leguminosae compreende mais de 600 géneros que reinem mais de 13.000
especies, espalhadas em todo 0 mundo, especiaimente nas regides tropicais e subtropicais. S&o plantas de
habito muito variado, desde grandes &rvores das matas tropicais, arbustos, subarbustos, ervas anuais e
perenes e tfepadeiras. Vivem nos mais variados ambientes em diferentes latitudes e altitudes. O fruto é
variado, geralmente legume. Todas s&o plantas com a possibilidade de fixar o nitrogénio atmosférico, através
de simbiose com bactérias nas raizes, formando uma estrutura conhecida como nédulo radicular (JOLY,
1985).

0 género Canavalia, ndo obstante a sua crescente importancia econdmica, para a nutrigao
animal, em regides neotropicais € um género carente de informagbes taxonémicas e ecolégicas. A
bibli'og rafia especializada é dispersa e pouco acessivel. O género possui uma ampla distribuigdo nas regides
tropicais (pantropical). Ocorrem 30 espécies no Novo Mundo e 15 no Velho Mundo (D'ARCY, 1980). A
Tabela 3 traz a taxonomia do género (SMARTT, 1990). Sua importdncia para a alimentagdo animal se
concentra no alto contéﬁdo de proteinas assimiléveis (27 a 29%) que apresenta em folhas, flores, frutos e
sementes e também, por diversos usos antigos (NAS, 1979). A espécie C. ensiformis tem sido a espécie
mais utilizadéAem escala comercial com vistas & nutrig&o animal como fonte protéica e como adubagéo verde.
O género Canavalia, apesar de apresentar poucas espécies economicamente importantes e
também por ser pouca explorado agronomicamente, prové um excelente material de estudo para os
Dioquimicos. Um grande nimero de compostos encontrados nas suas §ementes tém sido extraidos e
investigados. Estes trabalhos iniciaram-se ha mais de 70 anos quando SUMNER (1926) extraiu e cristalizou
3 urease, uma prbteina valorizada nos laboratérios clinicos. BOULTER & DERBYSHIRE (1971) encontraram
que as caracteristicas eletroforéticas das proteinas de C. ensiformis e C. gladiata eram extremamente
similares. WOLFF & KWOLEK (1971) classificaram o género como grupo com baixo contetdo de fipideos (=
2.6%). O contetdo de polissacarideos (amido)-€ relativamente alto segundo o trabalho de BAILEY (1971).
=oi reportada ainda a presenca de alcaldides (MEARS & MABRY, 1971), saponinas (CHARAVANAPVAN,
“343) e giberelinas (HARBORNE, 1971).
LACKEY (1981) coloca o género Canavalia na subfamilia Faboideae, tribo Phaseolae,

subtribo Diocleinae. A tribo Phaseoleae é considerada, do ponto de vista econémico, como a mais importante



das Faboideae, pelo grande nimero de géneros (teis que envolve. A tribo Phaseoleae é dividida em 8

subfribos: (Cajaninae, Phaseolinae, Clitoriinae, Ophrestiinae, Kennediinae, Erythrioninae, Diocleinae e
Glycininae) incluindo aproximadamente 90 géneros e 1471 espécies, muito relacionadas entre si por
caracteres morfoldgicos e anatdmicos (MARECHAL et al., 1978), citoldgicos (LACKEY, 1980), palinoldgicos e
fitoquimicos (LIENER, 1982). Uma das caracteristicas mais importantes é a presenga de um analogo de
aminoacido canavanina, frequente em Dioc{einae e Kennediinae e cujo interesse e importancia metabolica
reside naéua similaridade quimica-com a arginina (BELL, 1971).

A subtribo Diocleinae apresenta caracteres morfologicos aparentemente primitivos dentro das
Faboideae em geral (flores grandes, disco largo em volta do ovario, hilo grande e presenga de cristais
epidérmicos). A subtﬁbo possui 13 géneros, 11 no neotrdpico (LACKEY, 1981).

O género Canavalia teve sua origem no continente americano (SAUER, 1964) separando-se
de Phaseoleae ancestral durante o periodo Cretaceo, completando seu processo evolutivo nos finais do
terciario, quando os grupos de leguminosas modernas eram muito grandes e diversos, de acordo com 0s
fosseis do Mioceno de vérias regides (SAUER & KAPLAN, 1979). Os autores citados sugerem a presenca do
género no paleotropico devido & presencga de um grande processo de dispersao natural. O género apresenta
caracteristicas morfologicas unicas dentro da subtribo Diocleinae e dentre as Faboideae em geral.
Modificages no calice fioral, frutos lenhosos quando maduros e presenga de cristais epidérmicos pareados
definem o_género como entidade mais homogénea dentro de seu grupo.

A espécie Canavalia grandifiora Benth. é conhecida na Venezuela, Guiana, Pert, Bolivia e
Brasil (Amapa, Amazonas, Goias, Mato Grosso, Maranhdo, Minas Gerais, Para, Ronddnia) nas matas

macrotérmicas ndo inundaveis (DUCKE, 1925).



TABELA 03. Taxonomia do género Canavalia. No destaque, a espécie em estudo. Segundo SMARTT (1990).

Género Canavalia Adans.

- Sub género Catadonia Sauer
Canavalia nitida (Cav.) Piper
C. bonariensis Lindl.

. C. mandibulata Sauer

C. eurycarpa Piper

C. parvifiora Benth.

C. macropleura Piper

C. sericophylla Ducke

C. altipendula (Piper) Standl.
C. obidensis Ducke
. C. concina Sauer
. C. bicarinata Standl.
. C. septentrionalis Sauer
. C. oxyphyila Standl. & L. O. Williams
. C. dura Sauer
. C. glabra (Martens & Gal.) Sauer
. C. picta Mart. ex Benth.
17. C. grandifiora Benth.
18. C. mattogrossensis (Rodr.) Maime
19. C. villosa Benth.
20. C. hirsutissima Sauer
21. C. palmeri (Piper) Standl.
22. C. matudae Sauer
23. C. acuminata Rose

Sub género Canavalia

24
25
26
27
28
29
30
31

e

32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.

41

42.
43.
44.
45.
46.

. C. piperi Killip & Macbride

. C. plagiosperma Piper

. C. ensiformis (L.) DC.

. C. brasiliensis Mart. ex Benth.
. C. boliviana Piper

. C. dictyota Piper

. C. gladiolata Sauer

. C. gladiata (Jacq.) DC var. gladiata
var. alba (Makino) Hisauchi

C. regalis Dunn

C. virosa Roxb.

C. madagascariensis Sauer
C. papuana Merr. & Perry

C. aurifa Sauer

C. ramosii Sauer

C. mollis Wallich ex Wight & Arn.
C. macrobotrys Merr.

C. cathartica Thouars

. C. lineata (Thunb.) DC.

C. maritima (Aubl.) Thouars
C. sericea A. Gray

C. vitiensis Sauer

C. megalantha Merr.

C. raiateensis Moore

Sub género Maunaloa

47
48
439
50
51

. C. pubescens Hook. & Arn.
. C. kauaiensis Sauer.

. C. galeata (Gaud.) Vogel

. C. molokaiensis Deg.

. C. hawaiensis Deg.




3.4.2 EsTuDOS ESTRUTURAIS

Um alto nimero de lectinas de leguminosas ja possuem sua estrutura priméria e tridimensional
bem caracterizadas. A determinagdo da estrutura fridimensional permite uma caracterizagéo detalhada,
especialmente do sitio de ligagdo a carboidratos, sua localizagdo na molécula e as diferentes conformagGes
assumidas na estrutura em resposta as ligagGes a carboidratos. Neste aspecto, ressalta-se a importancia do
advento de técnicas acuradas nestes estudos. Entre elas, a difragdo de raios X (ROUGE ef al.; 1991) e

ressonancia nuclear méénética (ASENSIO et al., 1995) sdo técnicas muito utilizadas. Provavelmente a lectina

“mais bem estudada, em todos 0s aspectos apresentados, & a Con A, a lectina obtida de C. ensiformis. E

composta por subunidades idénticas de 237 amino&cidos (P. M. = 26.000), sem ligagdo covalente com
carboidratos ou outro grupo prostético (EDMUNDSON et af., 1971). OLSON & LIENER (1967) reportaram a
néo ocorréncia de residuos de cisteina. Inicialmente foi cristalizada por SUMMER & HOWELL, (1936). Foi
também a primeira lectina a ser estruturalmente resolvida por métodos cristalograficos (EDELMAN ef al.,
1972). De acordo com McKENZIE et al,, (1972), em pH 4,5 a 5,6; a Con A existe como um simples dimero
(P. M. = 53.000); porém, em pH 7,0; aparece predominantemente como um tetrdmero, o que foi reportado
por WANG et al, (1975). A atividade 6tima da Concanavalina A € em tomo de pH = 7,0. A ConA liga dois
ions metais por mondémero, um metal de transicdo, geralmente Mn2* no sitio S1 e Ca?* no sitio S2 (BECKER
et al., 1975). Ambos devem estar presentes para a ligagdo com carboidratos. A ConA reage com os agucares
ndo-redutores a-D-glicose e a-D-manose, esta ligagdo envolve uma estrutura em anel que participa da
reacdo (GRIMALDI & SYKES, 1975; BARBER ef al., 1975). A lectina de C. brasiliensis teve sua estrutura
tridimensional e quaternaria determinada por SANZ-APARICIO et af,, (1997).

A TABELA 04 apresenta uma relagdo de lectinas de leguminosas com sua estrutura primaria

definida. E possivel notar que a grande maioria delas é da subtribo Faboideae (=Papilionoideae).



TABELA 04 - Lectinas pertencentes & espécies da familia Fabaceae com sequéncia primaria
(aminoacidos) ja determinada (Faboideae = Papilionoideae).

Nome Familia/ Tribo/ ¥ de ;. Referéncia
Subfamilia Subtribo T CC . Basica
: Genebank
: ' Fabaceae/ Abreae 268 aa TAHIROV et al., (1995)
Abrus precatorius Faboideae 265720
' Fabaceae/ Galegeae/ 88 aa >
Amorpha fruticosa Faboideae Psaraliinae 93819109
- Fabaceae/ Aeschynome- LAW (2000)
Arachis hypogaea Faboideae neae/ 254 aa
Stylosanthinae 951116
Fabaceae/ Galegeae/ 89 aa ®
Astragalus falcatus Faboideae Astragalinae 3819113
Fabaceae/ Bauhinieae KUSUI ef al., (1991)
Caesalpinioi- 290 aa
Bauhinia purpurea deae 217873
Fabaceae/ Sophoreae 240 aa CHAWLA et al., (1993)
Bowringia mildbraedii Faboideae 1170749
E 5 Fabaceae/ Phaseoleae/ 25 aa PADMANABHAN et al,,
Butea frondosa Faboideae Erythrininae 260214 (1991)
z Fabaceae/ Phaseoleae/ 237 aa b
Canavalia boliviana ~ Faboideae Diocleinae ND
Co Fabaceae/ Phaseoleae/ 237 aa GRANGEIRO et al.,
Canavalia brasiliensis Faboideae Diocleinae 2497661  (1997)
Fabaceae/ Phaseoleae/ 237 aa BOUCKAERT ef al.,
Canavalia ensiformis . Faboideae Diocleinae 1942282  (1995)
Fabaceae/ Phaseoleae/ 290 aa YAMAGUCHI &
Canavalia gladiata Faboideae Diocleinae 116912 MINAMIKAWA (1990)
Fabaceae/ Phaseoleae/ 237 aa FUJIMURA et al,,
Canavalia lineata Faboideae Diocleinae 3913293 (1993)
Fabaceae/ Phaseoleae/ 236 aa PEREZ et al., (1991)
Canavalia maritima Faboideae Diocleinae 3913284
Fabaceae/ Phaseoleae/ 237 aa FUJIMURA et al.,
Canavalia virosa _ Faboideae Diocleinae 3913284  (1993)
Caragana Fabaceae/ Galegeae/ 87 aa *
arborescens Faboideae Astragalinae 3819115 .
- Fabaceae/ Galegeae/ 106 aa N
Caragana frutex Faboideae Astragalinae 93819147
Fabaceae/ Viciae 168 aa *
Cicer arietinum Faboideae 6850934
: Fabaceae/ Sophoreae 293 VAN DAMME et a/.,
Cladrastis kentukea Faboideae 1141757 (1995)
g Fabaceae/ Sophoreae 290 VAN DAMME et al,,
Cladrastis lutea Faboideae =) 2147661  (1995)
’ Fabaceae/ Phaseoleae/ 236 aa CAVADA et al., (1999)
Cratylia floribunda Faboideae Diacleinae 6166562
Fabaceae/ Genisteae/ 24 aa KHANG et al., (1990)
Crotalaria juncea Faboideae Crotalariinae 16352
Fabaceae/ Genisteae/ 24 aa KHANG et al., (1990)
Lrotalaria pallida Faboideae Crotalariinae 16351
Fabaceae/ Genisteae/ 248 aa KONAMI et al., (1992)
Cytisus scoparius Faboideae Cytisinae 260046



Fabaceae/ Genisteae/ 243 aa KONAMI et al., (1995)
Cytisus sessilifolius Faboideae Cytisinae 989997
= Fabaceae/ Phaseoleae/ 237 aa 3
Dioclea guianensis Faboideae Diocleinae 6016492
Fabaceae/ Phaseoleae/ 237 aa RICHARDSON et al.,
Dioclea grandiflora Faboideae Diocleinae 81748 (1984)
Fabaceae/ Phaseoleae/ 237 aa PEREZ et al., (1991)
- _Dioclea lehmanni Faboideae Diocleinae 348482
Fabaceae/ Phaseoleae/ SCHNELL & ETZLER,
Dolichos biflorus Faboideae _Phaseolinae (1988)
, 3 3 Fabaceae/ Phaseoleae/ 237 aa GOWDA et al., (1994)
Dolichos lablab - Faboideae Phaseolinae 585387
Erythrina Fabaceae/ Phaseoleae/ 239 aa ELGAVISH &
coralfodendron Faboideae Erythrininae 3212466  SHAANAN (1998)
Fabaceae/ Phaseoleae/ 241 aa YAMAGUCHI et al.,
Erythrina variegata Faboideae Erythrininae 478433 (1993)
Fabaceae/ Galegeae/ 103 aa e
Galega orientalis Faboideae Tephrosiinge 3819170
Fabaceae/ Genisteae/ 90 aa i
Genista tinctoria Faboideae Spartiinae 3819172
Fabaceae/ Phaseoleae/ 163 aa WYCOFF et al., (1997)
Glycine max Faboideae Glycininae 4995205
Fabaceae/ Galegeae/ 122 aa >
Glycyrrhiza glabra Faboideae Astragalinae 3819168
= - Fabaceae/ Bauhinieae 243 aa ZHU et al., (1996)
. Caesalpinioi- 494244
Griffonia simpliciflora  deae
-~ Fabaceae/ Hedysareae 74 aa ®
Hedysarum alpinum  Faboideae Euhedysarinae 1871524
i Fabaceae/ Genisteae/ 250 aa KONAMI et al., (1991)
Laburnum alpinum Faboideae Spartiinae 99963 '
Fabaceae/ Vicieae 53 aa SOUSA-CAVADA et
Lathyrus aphaca Faboideae 225313 al., (1886)
e Fabaceae/ Vicieae 54 aa SOUSA-CAVADA et
Lathyrus cicera Faboideae 72341 al., (1986)
5 Fabaceae/ Vicieae 53 aa SOUSA-CAVADA et
Lathyrus clymenum Faboideae 72344 al., (1986)
) Fabaceae/ Vicieae 54 aa YARWOOD et al.,
Lathyrus hirsutus Faboideae : 126116 (1986)
_ Fabaceae/ Vicieae 53aa  BOURNE et al., (1990)
Lathyrus ochrus Faboideae 81831
Fabaceae/ Vicieae 244 aa RICHARDSON et al.,
Lathyrus sphaericus  Faboideae 72334 (1987)
Fabaceae/ Vicieae 54 aa YARWOOD et al.,
Lathyrus tingitanus Faboideae 72342 (1986)
Fabaceae/ Vicieae 233 aa &
Lens culinaris Faboideae 7428789
Fabaceae/ Loteae 240 aa KONAMI et al., (1990)
Lotus tetragonolobus Faboideae 99366
- Fabaceae/ Sophoreae 286 aa KONAMI et al., (1994)
Maackia amurensis Faboideae 1755080
Fabaceae/ Phaseoleae/ 32 aa ki
Macrotyloma axillare  Faboideae Phaseolinae 81845
Fabaceae/ Trifolieae 279 aa BRILL et al., (1995)
Medicago sativa Faboideae 2951684
Fabaceae/ Trifolieae 265 aa BAUCHROWITZ et al.,,
Medicago truncatula  Faboideae 666078 (1992)
Fabaceae/ Trifolieae 88 aa ¥
Velilotus alba Faboideae 3819678



Fabaceae/ Trifolieae 89 aa i3
Melilotus officinalis Faboideae 3819680
c Fabaceae/ Phaseoleae/ 56 MO & GOLDSTEIN
Mucuna deeringiana __ Faboideae Erythrininae 947120  (1994)
Fabaceae/ Hedysareae/ 87 aa i
Onobrychis arenaria  Faboideae Euhedysarinae 3819691
Fabaceae/ Hedysareae/ 236 aa KOUCHALAKQOS et al.,
Onobrychis viciifolia  Faboideae Euhedysarinae 26147 (1984)
Fabaceae/ Galegeae/ 89 aa i
Oxytropis pilosa Faboideae Astragalinae 3819693
_ =T . Fabaceae/ Phaseoleae/ 278 aa IMBRIE-MILLIGAN et
Phaseolus lunatus- Faboideae Phaseolinae 98920387 al., (1989)
: Fabaceae/ Phaseoleae/ 279 aa JOHN & LONG (1990)
Phaseolus vulgaris Faboideae Phaseolinae 6822274
Vicieae 265 aa RUZHEINIKOV et al,,
Pisum sativum Fabaceae 100052 (1998)
- Vicieae 245 aa SILVA (1997)
Pisum arvense Fabaceae ND
Psophocarpus Fabaceae/ Phaseoleae/ 240 aa SHARMA et al., (1996)
tetragonolobus Faboideae Phaseolinae 6018681
Fabaceae/ Robinieae 285 aa VAN DAMME et al.,
Robinia pseudoacacia Faboideae 4115547  (1995)
Fabaceae/ Sophoreae 284 aa YAN et al., (2000)
Sophora flavescens  Faboideae 99837276
- Fabaceae/ Sophoreae 293 aa VAN DAMME et al,,
Sophora japonica Faboideae 1755068  (1997)
Thermopsis Fabaceae/ Podalyrieae 88 aa iz
schischkinii -Faboideae 3819721
c Fabaceae/ Trifolieae 74 aa *
Trifolium pratense Faboideae 1872140
Fabaceae/ Genisteae/ 249 aa LORIS et al., (1998)
Ulex europaeus Faboideae Cytisinae 81985
Fabaceae/ Dalbergieae 240 aa SANTOS, (1998)
Vatairea macrocarpa Faboideae 3287874
Fabaceae/ Vicieae 96 aa BAUMANN et al.,
Vicia cracca  — Faboideae 3819723 (1982)
Fabaceae/ Vicieae 233 aa HEMPERLY et al.
Vicia faba Faboideae 126152  — (1979)
' Fabaceae/ Vicieae 52 aa GEBAUER et al.,
Vicia sativa Faboideae 100112 (1981)

ND = n&o depositado no Genebank * Sem referéncia publicada

** CAVADA, B.S. 2000, comunicagéo pessoal



3.4.3. ESPECIFICIDADE A CARBOIDRATOS E OLIGOSSACARIDEOS

= Os expen'mentos-para a verificagdo da especificidade a carboidratos para as lectinas, de modo

geral, compreendem um fundamental, porém complexo, capitulo no estudo da caracterizagdo bioquimica das
lectinas vegetais. Estes experimentos consistem no emprego de diferentes monossacarideos,
oligossacarideos e/ou glicopeptideos como inibidores da reacéo de hemaglutinagéo ou a precipitagdo de
’polissacar}deos (ou glicoconjugados) pela le—ctina (DEBRAY ef al., 1981). Outras metodologias possibilitam
calcular a constante de associagéo e outros parametros termodindmicos e cinéticos da reagéo de ligagéo da
lectina 7e seus subst;atos. Estas incluem o uso de métodos fisico-quimicos, tais como microcalorimetria,
equilibrio de didlise, espectrofotometria, fluorimetria e ressonancia nuclear magnética. DEBRAY et al,, (1981)
reportam que a constante de associacéo (Ka) entre lectinas e monossacarideos variam de 10% a 5 x 10¢ M.
Ja entre lectinas e oligossacarideos varia de 10%a 107 M.

A especificidade por carboidratos definida por MAKELA (1957), conforme foi citado (item 3.2),
foi complementada por MOREIRA et al,, (1991); através da inclusdo de dois novos grupos, as lectinas que
reagem a N-acetil-gliccsamina ou &cido N-acetil-neuraminico (acido silico).

As lectinas de leguminosas formam uma grande familia de proteinas homoélogas que exibem
uma grande variedadef de especificidades a carboidratos e estas, frequentemente sdo utilizadas como
modelo péra 0 estudo dos principios estruturais do reconhecimento proteina-carboidrato, que mediam as
interagGes inter-celulares. Para LORIS et al.,, (2000) estes principios se encontram razoavelmente bem
documentados-para as duas familias especificas a manose/glicose e galactose/N-acetil-D-galactosamina. Os
autores reportaram a base estrutural do reconhecimento a carboidratos da lectina de Ulex europaeus (UEA-
1) como a primeira lectina de legumes pertencente a um grupo com especificidade a quitobiose, capaz de
acomodar tanto N-acetilglicosamina ou galactose em seu sitio de ligacéo a carboidratos.

Numa série de estudos sobre a especificidade a carboidratos de lectinas da subtribo
Diocleinae, GUPTA et al., (1996) reportaram a alta afinidade das lectinas de Dioclea grandiflora (DGL) e C.
bmsiliensié (Con A) para o nicleo trimanosidico, 3,6-di-O-(alfa-D-manopiranosil)-alfa-D-manopiranosideo, o
qual esta presente em carboidratos ligados a asparagina em proteinas. Neste trabalho, estudos de inibigéo
de hemaglutinago sugeriram que a DGL e a Con A reconheceriam epitopos similares dos trissacarideos,
porém, estas possuiriam diferentes ligagdes para carboidratos complexos. No trabalho de GUPTA et al,
(1997) os dédos obtidos para DGL mostraram a ligagdo de grupos hidroxila especificos em todos os trés
residuos de trimanosideo, similares aos observados para a Con A. A estrutura cristalina da DGL, obtida por
raios-X, complexada ao nicleo trimanosideo apresentada por ROZWARSKI et al., (1998) mostrou que a
estrutura geral do complexo € similar a encontrada no complexo ConA-trimanosideo. Entretanto, DAM et al.,
1998) salientaram que existem diferengas na termodinamica de ligagdo a analogos monodeoxi do residuo do

wimanosideo alfa(1-6)-man para as duas lectinas, observada através da técnica de microcalorimetria de



~ fitulagdo - (ITC). Os resultados obtidos neste trabalho indicam que as diferengas na termodindmica da

ligagdo aos analogos monodedxi alfa(1-6) pela DGL e ConA ndo se comelacionaram com as diferengas na
solvafagép dos complekos trimanosidicos, ou seja, os pardmetros termodindmicos para certos analogos
dgoxi, n&o puderam ser explicados com base na solvatagéo diferencial dos complexos com seus respectivos
sitios de ligagéo.

. DAM et al,, (2000) encontraram a mesma especificidade para residuos de glicose e manose
péra as lectinas de-C. brasiliensis, Cratylia floribunda, Dioclea rostrata, D. virgata, D. violacea e D.
guianensis. A aﬂnidade foi muito maior, entretanto, para o trimanosideo metil-3,6-di-O-(alfa-D-manopiranosil)-
D-manose. A microcalorimetria isotérmica foi usada para determinar a termodinamica de ligagdo destas
lectinas, incluindo a lectina isolada de C. grandifiora Benth. para uma série completa de analogos monodedxi
para o nicleo trimanosidico citado.

A aglutinina de sementes de Abrus precatorius foi submetida & varias modificagGes quimicas
para detectar os residuos de amino&cidos envolvidos na sua atividade de ligag&o & galactose. A modificagdo
nos residuos de triptofano levou a completa perda da atividade de ligagdo & carboidratos (PATANJALI et al.,
1984). i

As lectinas de monocotiledéneas Crocus vemus e Polygonatum multifiorum mostraram ser
manose-especificas. A lectina de C. vernus reagiu especificamente com motivos affa-1,3-dimanosil; a
segunda possui sitios de ligacdo a galactose/N-acetilglicosamina. Os trabalhos de caracterizagdo destas
proteinas foram obtidos através de uma mistura de analise protéica e clonagem (VAN DAMME et al., 2000g;
VAN DAMME et al., 2000b; respectivamente).

3.4.3 PAPEL FISIOLOGICO

A A despeito do enorme esforgo dos especialistas para isolar e caracterizar estas proteinas €
particularmente frustrante a falta de informagdes basicas sobre a funcionalidade das lectinas em plantas.
Inimeros pressupostos ja& foram colocados na tentativa de caracterizar o(s) provavel(is) papel(is)
fisiolégico(s) das lectinas em plantas. Observamos, entdo, que autores fornecem explicagdes para casos

] particulanzadds, de dificil generalizagdo para oufros géneros ou até mesmo para outras especies
relacionadas (CAVADA et al., 2000).

Existem evidéncias moleculares, bioquimicas, celulares, fisioldgicas e evoluciondrias que

earacterizam o papel fisiologico de defesa vegetal das lectinas. Um dos melhores argumentos para esta

premissa € 0 fato de que as lectinas vegetais sdo capazes de se ligar a glicoconjugados de outros

organismos. As lectinas vegetais, normalmente podem se ligar a agucares simples como glicose, manose ou



_ galactose, porém estas exibem alta afinidade por oligossacarideos, os quais séo relativamente incomuns ou

totalmente ausente nas plantas. (SHARON & LIS, 1990). A maioria das lectinas é estavel em uma larga faixa
de pH, sdo resistentes-ao calor e as proteases de insetos e animais. Outro fato revelador é a acumulagéo de
lectinas em partes da planta mais susceptiveis aos ataques, como as sementes (SENGUPTA et al., 1997).

O mecanismo de toxicidade aos insetos se baseia na ligagdo especifica dos glicoconjugados
no intestino dos insetos. Entretanto, a razdo especifica ainda ndo esta claramente elucidada. Trés interagdes
sdo possiveis: 13 ligagéo das lectinas a quitina na membrana peritréfica (nas lectinas ligantes & quitina); 2)

-ligagdo & glicoconjugados expostos nas células epiteliais ao longo do trato digestivo e 3) ligago das lectinas
4 enzimas digestivas glicosiladas. Estas ligagbes podem interferir entdo, com a entrada de nutrientes
(SENGUPTA et al., 1997; GRANGEIRO et al,, 1997).

3.4.5 BIOSSINTESE E PROCESSAMENTO

Pouco se sabe sobre a sequéncia na qual as proteinas sdo sintetizadas durante a maturagéo
da sém_ente. Ja foi demonstrado por KHAN et al., (1980) que a sintese de albuminas precede a sintese de
globulinas e que entre as globulinas, a vicilina é sintetizada antes da legumina. As lectinas, usualmente,
pertencem as albuminas. Desta forma, como primeiro passo, as lectinas seriam sintetizadas e
subsequentemente depositadas nos corpos protéicos em desenvolvimento (WILDEN ef al, 1980). Uma
camada de lectina se forma na parede interna do corpo protéico. Esta camada é subsequentemente,
fortificada por novas moléculas de lectinas adicionais que se ligam por auto associagdo, uma propriedade
comum & muitas lectinas (SCHURZ & RUDIGER,-1985). Apos a formagdo desta parede de lectinas,
proteinas de estoque recém sintetizadas, pode se reunir a esta, gragas & sua viscosidade. Em todo o
processo, é comum ocorrer mudangas de pH especialmente nas organelas durante seu desenvolvimento
(CASEY, 1979; GALLOWAY et al., 1983).

Tanté as lectinas como as proteinas de estoque (e também glicosidases) sdo conhecidas por
residir nos corpos protéicos das Leguminosae. Os estudos de EINHOFF ef al, (1986), confirmam esta
premissa, porém demonstram que, algumas proteinas de estoque e algumas glicosidases sdo capazes de
~ interagir com lectinas. A localizagéo comum destas proteinas e as interages in vitro entre elas poderiam ter
importante significado biologico. As lectinas, desta forma, estariam engajadas no empacotamento de
proteinas de estoque.

Na germinago, 0s contetidos dos corpos protéicos s&o esvaziados de uma maneira ordenada.
Trabalhos como os de SMITH et al,, (1982) e CROY et al., (1984), reportam que as proteinas de estogue sdo
degradadas primeiro, enquanto as lectinas resistem ao ataque proteolitico por longos periodos. Esta_



~ propriedade corresponde a conhecida estabilidade das lectinas & protedlise. De qualquer forma, as lectinas

contribuem para uma construgéo ordenada, bem como de uma degradagdo ordenada dos corpos protéicos,
em ambos os estagios de desenvolvimento: maturagéo e germinagéo.

- 3.5- Lectinas Vegetais - FERRAMENTA BIOTECNOLOGICA
(Usos - aplica¢6es)

~A configuragdo quimica das lectinas, as quais possuem a propriedade de reconhecimento

~ de diferentes misturas de carboidratos, vem sendo intensamente explorada pelos bioquimicos e biologistas

~ celulares em suas exploragdes sobre as interagdes inter e intracelulares que revelam as complexidades da

maquinaria celular (SENGUPTA ef al, 1997). Célculos tedricos revelam que os oligossacarideos néo

perdem para qualquer classe de oligomeros bioquimicos em termos de capacidade para armazenamento de

informacao. Assim, os glicoconjugados celulares podem servir como unidades reconheciveis para receptores,
no caso, lectinas (RUDIGER et al., 2000).

- Lectinas imobilizadas mostram-se excelentes ferramentas para o isolamento e separagdo de
glicoproteinas, glicolipidios, polissacarideos, particulas subcelulares e células e também para a purificagdo
de componentes solubilizados da membrana celular. S&o utilizadas para reconhecer mudangas em nivel
e/ou composicéo das glicoproteinas superficiais da célula quando estas se tornam malignas ou viralmente
transformadas durante o seu desenvolvimento.

As lectinas tém sido extensamente utilizadas pelos biomédicos na medicina clinica, para
reconhecer deficiéncias congénitas ou imunologicamente adquiridas, para detectar a sensibilizagdo por
doengas infecciosas, monitorar efeitos de manipulagbes imunossupressivas e imunoterapéuticas, no
diagnostica de defeitos genéticos com manifestagdes cromossomicas anormais, identificag@o de grupos
sanguineos e classificagao de células (SENGUPTA et al., 2000).

A maioria das propriedades biologicas mais comuns das lectinas ja sd@o bem conhecidas e
analisadas, especfialmeme aquelas referentes a ConA. As lectinas sao proteinas que reagem com residuos
terminais especificos de carboidratos e por esta forma séo (teis no estudo de carboidratos nas superficies
celulares. A Con A aglutina células sanguineas e oIJtras substancias complexadas com células sanguineas
(CLARK & DENBOROUGH, 1971); glicoproteinas envolvidos no sistema imunolégico (KORNFELD &
FERRIS, 1975); com antigenos carcinogénicos (BOENISCH & NORGAARD-PEDERSEN, 1975; BRATTAIN
etal, 1975) e com lipoproteinas de baixa densidade do plasma humano (HARMONY & CORDES, 1975).
MILLER & NWOKEDI, (1975) reportaram propriedades luminescentes similares & proteinas que contém

tirosina e triptofano.



TABELA 05 - Algumas propriedades gerais, atividades biologicas, usos e aplicagdes de lectinas de

leguminosas. Em destaque, participagdo do BioMol-Lab (Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular —UFC) :

Ano  Tipo ou Descricédo suscinta Referéncia (s}
Caracteristica = . basicas

2001  ConA e outras lectinas Estimativa do nimero e peso HOODBHOY &

g . molecular de glicoconjugados em TALBOT (2001)
; 5 _grénulos corticais

2001  Lectina de Sophora Identificacéo de células nucleadas em GRUPP et al.,
Japonica e Erythrina urina (diagndstico do céncer) (2001)
cristagalli

2000  ConA, lectina de Lens Interagéo (precipitagdo) com MISLOVICOVA
culinaris, Pisum sativum e  Saccharomyces cerevisiae o- et al., (2000)
Vicia faba mananas e glicoenzimas

2000 Fagos mutantes para Produc&o de lectinas artificiais com YAMAMOTO et
lectina de Bauhinia mutacdes randémicas (“cyborg al., (2000)
purpurea (BPA) lectins”) com especificidades distintas

e/ou desejaveis

2000 Lectina de Parkia discolor Purificagéo, propriedades quimicase CAVADAefal,
(Mimosoideae) imunolégicas de uma nova lectinade  (2000)

- E Mimosoideae = ' '

2000  Lectina quimérica de Construcéo de lectina com uma tnica YAMAMOTO et
Bauhinia purpurea e Lens  especificidade al., (2000)
culinaris

2000 Gene dalectina de ervilha Transformacdo do trevo como gene  DIAZ et al.,

’ para lectina de ervilha (2000)
2000 ConA Efeito mortal sobre Trypanossoma ACOSTA-
brucei SERRANO et al.,
(2000)
2000 Agiutinina de soja Controle de nematdides Stronguloides TOBADA-KUDO
ratti et al., (2000)
1999  Lectinas gliiman ‘Prevencgio da cistite hemorragica ASSREUY et al,,
: (1999)

1999 Lectina de Sambucus Ocorréncia, ligacéo e distribuicdo da  DALZIEL et al.,

: nigra (SNA) e Ricinus imunoglobulina G sidlica (1999)
communis (RCA)

1988  Lectinas de L. sericeus; Estudo do papel de carboidratosno ~ ALENCAR et al.,
Dioclea virgata e Vatairea recrutamento de leucdcitos (1999)
macrocarpa ,

1999  Genes de leguminosas- Homologia de genes de lectinas de ROBERTS et al.,
filogenia leguminosas e apirases (1999)

1998 Interagdo rizdbio- Construgdo de gene repérter para BLADERGROEN
leguminosa reconhecimento da sinalizacéo & SAINK (1998)

lectina-bactéria

1998 Isolamento, caracterizagdo Proteina homotetramérica pH- CAVADA ef al.,
e sequenciamento da independente, com fragmentos (1998)
lectina de Vatairea similares a outras lectinas CALVETE ef al.,
macrocarpa (VML) (1998)

1987  ConBr Clonagem e caracterizagdo da ConBr GRANGEIRO et

al., (1997)




3.5 CONSIDERAGOES FINAIS

A pequena amostra apresentada nesta revisdo buscou caracterizar quatro momentos
relevantes do estudo das lectinas vegetais. Inicialmente, um pouco mais recuado no tempo, uma nova

proteina ¢ descoberta, aglutinadora de eritrécitos, apresentando diferentes caracteristicas e fungées, de dificil

classiﬁcagéo, em vista de sua diversidade. A c_:orrida, quase frenética, de caracterizagdo e defini¢do de suas
estruturas primaria, tercidria e quatemnaria, das especificidades a carboidratos e outras propriedades
importanies, revelaram a possibilidade de um extraordinario potencial em biotecnologia, possibilitando um
novo momento.-Este r'n‘omento foi precipitado pela necessidade de valiosas informagGes (em sentido literal),
do ponto de vista da aplicagéo préatica como ferramenta bioldgica. Entretanto, neste meio tempo, ocorreu 0
advento da Biologia Molecular, enriquecendo e transformando o contexto cientifico da quimica de proteinas,
em pouco mais de uma década, revelando novas possibilidades para o estudo das lectinas.

Este extraordinario crescimento e acimulo de informagGes relativas a seqiiéncias primarias de
proteinas e genes revelaram novas possibilidades para o estudo da evolugéo dos seres vivos. Torna-se
necessérib, portanto, revelar e discutir estes potenciais para o estudo das lectinas. Novas abordagens
poderiam ser Uteis no esclarecimento das centenas de dividas que pairam sobre estas proteinas e

caracterizar sua importancia na evolugdo dos organismos.



FIGURA 01 - Excicata ne 25.326 de Canavalia grandifiora Benth. depositada no Herbario
Prisco Bezerra — Departamento de Biologia - UFC



- 4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL BOTANICO E IDENTIFICAGAO

Sementes de Canavalia grandifiora Benth. foram obtidas no Sitio Sdo Vicente, municipio de

S&o Benedito — CE, em Novembro de 1997. O material vegetal coletado foi identificado pelo Prof. Edson P.

Nunes, do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara — UFC. Este material encontra-se

depositado no Herbario Prisco Bezerra (EAC), pertencente a0 mesmo Departamento, excicata ne 25.326
(FIGURA 01).

-Sementes de outras espécies da subtribo Diocleinae e outras leguminosas feram obtidas junto

ao Laboratério de Moléculas Biologicamente Ativas do Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular da

Universidade Federal do Ceara - UFC, Fortaleza - CE.

4.2 ISOLAMENTO E PURIFICAGAO

4.2.1 PREPARAGAO DO EXTRATO TOTAL

Sementes maduras, inteiras, de C. grandifiora Benth. foram moidas para a produgéo de
f2nnha ﬁna; A farinha foi misturada & solugdo de extragdo composta de NaCl 0,15 M; na proporgao de 1:10
mA), por trés horas, a temperatura ambiente, sob agitagdo lenta e constante. A mistura foi entdo
zenfrifugada a 15.000 x g por 30 minutos a 4 °C. O precipitado obtido foi descartado e utilizou-se o

soorenadante (“extrato total”).



-4.2.2 CR(_)MATOGRAFIA DE AFINIDADE

O extrato total (cerca de 10 mL) foi aplicado a uma coluna de Sephadex G-50 course

- previamente equilibrada com NaCl 0,15 M contendo CaCl, 5 mM e MnCl, 5 mM e mantido na mesma por
uma noite,—para que o extrato total Enantivess;; 0 méximo de contato com a coluna. A coluna foi entdo, lavada
extensi\{amente com a solugdo de equilibrio citada, até que todo o material ndo retido fosse retirado (“pico
nao retido ou I”). Estq condi¢ao foi obtida quando aliquotas da coluna mostraram Az < 0,05. A proteina
aderida a coluna (“pico retido”) foi eluida com a mesma solugéo de equilibrio, acrescida de glicose 0,1 M. As
fracGes obtidas (1 mL por tubo) apresentando A2s0>0,1 foram dialisadas em solugéo de &cido acético 0,1M
por uma hora e depois, exaustivamente contra agua destilada. Procedeu-se a liofilizagdo dos picos e

estocagem a temperatura ambiente.

4.2.3 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENGA DE SDS E 2-
MERCAPTOETANOL

As fragéés obtidas durante a purificagdo e amostras de farinhas de leguminosas foram
submetidas & eletroforese para se verificar a pureza da lectina. Utilizou-se o protocolo modificado de
LAEMMLI (1970) formado por placas de vidro contendo os géis, em sistema vertical. As solugges utilizadas

na montagem dos géis estdo listadas abaixo:

2 Gelprincipal |  Gel de empacotalo
Reagentes i {(15%mA) (3,5% m/iv)
Acrilamida:Bisacrilamida (30:08%) 5mL 625 uL
TRIS-HCI 3M pH 8,8 1,25 mL 1,25 mL
SDS 10% (m/v)- 100 pL 50 L
Persulfato de aménio 1,5% (m/v) 500 uL 250 L
- Hy0 destilada - 3,15 mL 2,82 mL
TEMED 5uL 5L

O tratamento das amostras para a corrida eletroforética constou da dissolugdo da mesma em
=mp30 contenda TRIS-HCI 0,0625M pH 6,8 contendo SDS 2% (m/v) e 2-mercaptoetanot 5% (v/v) e tratadas



a 100 °C por 10 minutos (1 mg de amostra de lectina ou 10 mg de farinha/1 mL de tamp&o). Apds resfriadas,

alguns mililitros de azul de bromofenol 0,1% (m/v) e cristais de sacarose foram adicionados as amostras.

A corrida eletroforética operou-se & uma amperagem constante de 20 mA usando-se, como
tamp@o de corrida, TRIS 0,025M pH 8,3 contendo glicina 0,192M e SDS 0,1% (mAv). O tempo de corrida
decorreu ao redor de 2,5 - 3,0 horas.

K Apés a corrida, as proteinas foram fixadas no gel, merguthando-se o gel em &cido
fricloroacético 10% por 30 minutos. As bandas protéicas foram visualizadas por coloragdo com Coomassie
Brilliant Blue R250 0,2% (m/v) em metanol 50% (v/v), 4cido acética 10% (vv). O gel foi descorado com

metanol 50% (vAv) e &cido acético 10% (v/v) e seco com celofane e lido por scanner para o computador.

4.2.4 DETERMINAGAO DE PROTEINAS

Para a determinacdo da concentragdo de proteinas nas diferentes amostras, utilizou-se o
método de BRADFORD (1976), utifizando-se albumina sérica bovina como padrdo. A 100 pL de amostra foi
adicionado 2,5 mL do reagente de Bradford e apds 10 minutos de reagdo, foram feitas leituras de
zbsorbancia a 595 nm em espectrofotdmetro. Nos eluatos das colunas cromatogréficas, utilizou-se

2bsorbancia de 280 nm, direto na amostra, sem a reagao de Bradford, apenas para a detecgéo de proteinas.

4.3 CARACTERIZACAO PARCIAL

'4.3.1 ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

A atividade hemaglutinante foi determinada com o uso de diluicGes seriadas em tubos de
=ns3i0. Em cada tubo foram adicionados 200 pL de NaCl 0,15 M. No primeiro tubo adicionou-se 200 pL de
=-ostra e uma série de diluices duplas efetuadas (1:2; 1:4; 1:16; 1:32, efc), homogeneizando-se
zompletamente antes de cada transferéncia. A cada diluigéo foram adicionados 200 pL de eritrécitos a 2%
\wv) lavados exaustivamente com NaCl 0,15 M e a reag&o foi incubada por 30 minutos a 37 °C, em seguida,
= centrifugado a 2000 g por 30 segundos. Os resultados foram interpretados macroscopicamente e o tituio

2202880 em unidades de hemaglutinagdo (UH), definida como o inverso da maior difuicdo da amostra que



apresentou aglutinagao nitida. As hemécias foram também tratadas com enzima proteolitica (tripsina). Todas

as amostras de sangue foram coletadas em recipiente contendo heparina, lavadas trés vezes com NaCl 0,15
M, centrifugadas a 2000 g e calculou-se a concentragéo de células vermelhas em relagdo ao volume total
(hematocrito). As células foram suspensas em solugao contendo (ou ndo) a enzima (0,1 mg de enzima por 10
- mL de NaCl 0,15 M) em uma concentragdo final de 2% de eritrocitos. Estes foram entdo incubadas por 1
hora e lavadas seis vezes com solugao saiin; gelada. Apos uma Ultima centrifugacdo a 2000 g, as células
foram ressuspensas em solugéo em uma concentragéo final de 2% de eritrécitos.

Os eritr@pitos humanos, do sistema ABO foram obtidos de doadores sadios através do Centro
de Hemoterapiado Ceara (HEMOCE). Os eritrécitos de coelho foram obtidos de animais adultos e saudaveis
mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do
- Ceara.

4.3.2 ANALISE DE AMINOACIDOS

A composigéo de aminoacidos da lectina de C. grandiflora Benth. foi determinada em uma
analisador de amino&cidos Pharmacia Alpha Plus apés hidrdlise das amostras com HCI 6N, a 110 °C, por

aproximadamente 15 horas em ampolas seladas e sob vacuo.

4.3.3 IMUNODIFUSAO DUPLA DE QUCHTERLONY

Produgdo e purificagio de igG de coelho contra a lectina nativa de C. brasiliensis: Para
0S ensaios de imunodifusdo dupla de Ouchterlony, produziu-se anticorpos de coelho contra a lectina nativa
de C. brasiliensis, baseado na metodologia descrita em CAVADA (1980) e MOREIRA & CAVADA (1984). A
sensibilizagdo com a lectina purificada de C. brasiliensis ou Vatairea macrocarpa foi efetuada através da
injecao por via intramuscular, de 10 mg de lectina liofilizada dissolvida em 0,5 mL de NaCl 0,45 M e 0,5 mL
de adjuvante completo de Freund em um coetho albino aduito em boa salide. Decorridos 7 dias, foi efetuado

0 primeiro refofgo (1 mg de lectina dissolvido em 1 mL de NaCl 0,15 M) aplicado em via subcuténea. Apos 15
dias deste primeiro reforgo foi feita a primeira sangria na orelha do animal e um reforco igual ao
anteriormente aplicado, repetindo-se esse protocolo em intervalos de 7 dias, até a obtengéo de quantidade

suficiente de antissoro.



Em cada sangria, 0 sangue coletado permaneceu sob temperatura de 37 °C por uma hora,
sendo entdo centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos, em centrifuga de bancada. Os soros assim obtidos
foram guardados em freezer até sua utilizagao.

As aliquotas de soro reunidas foram precipitadas com sulfato de aménio a 33% de saturagao, e
apds um repouso de 24 horas em refrigeracao, foram centrifugadas em 17.600 x g por 20 minutos a 4 °C, em
centrifuga éorvaﬂ RC5B Plus, rotor $S34. O precipitado foi ressuspenso em agua destilada e dialisado
exaustivamente e altenadamente contra &cido acético 0,05 M pH 5,0 e 4gua destilada. Apés esta Gltima
didlise contra o tampéror acetato foi realizada uma centrifugacdo a 19.960 x g, por 20 minutos a 4 °C e 0
sobrenadante obtido aplicado em coluna de DEAE-Sepharose (30 x 5 cm) previamente equilibrada com
tampao acetato. O pico n&o retido, eluido com o mesmo tamp3o foi coletado, dialisado contra agua, liofilizado
- e acondicionado em frasco herméticamente fechado, & temperatura ambiente.

Os anticorpos foram obtidos de coelhos adultos e saudaveis mantidos no Biotério do
Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara.

Reacdo de imunodifusdo dupla de Ouchterfony: A lectina purificada de C. grandiflora
Benth. foi testada para imunoprecipitagdo com anticorpos Ig9G de C. brasiliensis e 1gG de V. macrocarpa. A
metodologia foi baseada eI:l'l CLAUSEN (1968). Uma sotugdo de agarose 1,5% (p/v) em NaCi 0,15 M, glicose
0,1Me azidé sbdica 0,02% foi fundida e montada sobre l&minas de microscopia, contendo orificios central e
periféricos equidistantes, feito com furador de 2,5 mm de didmetro. Nestes orificios apficou-se 5 pt de
dituicdes 1:2; 1:4; 1:8; 1:16 e 1:32. da solugdo de lectina (1 mg/mL) ou do anticorpo (10 mg/mL) em solugéo
de NaCl 0,15 M, CaCl, 5 mi e MnCl, 5 mM e cloridrato de guanidina 1 M. Um dos orificios recebeu 5 pL das
solugdes iniciais de fecting ou de anticorpos. Procedeu-se entdod incubagdo em c&mara imida a temperatura
ambiente (25 °C) por 48 horas para a formagdo dos arcos de precipitag@o. As laminas foram lavadas em
solugéo de NaCl 0,15 M com azida sédica a 0,02% por 48 horas com diversas trocas. O NaCl foi eliminado
pela imersdo das 1dminas em agua destitada, trocada diversas vezes durante 24 horas. O get de agarose,
apos seco err; papel de filtro, foi colocado em estufa a 37 °C, por aproximadamente 2 horas, retirando-se toda
a 4gua do gel. O gel foi entdo corado com solugdo de Coomassie Briffiant Biue 0,1% em mistura de metanol,
acido acético e 4gua (4,0:7,5:0,1 viviv) por alguns segundos. O excesso de corante foi removido e o get foi

descorado com a solugdo descorante utiizada nos géis de PAGE-SDS.



4.4 ESPECIFICIDADE A CARBOIDRATOS E GLICOPROTEINAS

44.1 INIBICAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE POR AGUCARES E
" ‘GLICOPROTEINAS

A especificidade de figagdo a carboidratos e glicoproteinas da fectina purificada de C.
grandifiora Benth. foi estimada pela capacidade desta para inibir a atividade hemaglutinante sobre eritrécitos
de coelho, de acordo com RAMOS et al. (1996). A inibigéo da atividade hemaglutinante foi feita, utifizando-se
placas de microtitulagdo, através de duplas diluicbes seriadas (1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32) do aglcar ou
glicoproteina a ser testada, em solugdo de NaCi 0,15M, contendo CaCl, SmM. Em seguida, uma solugdo de
lectina de C. grandifiora corntendo 4 UH foi adicionada a cada pogo. Apos 30 minutos de interacdo a 37 °C
foram adicionados a cada pogo, 25 plL de uma suspensdo de eritrécitos de coetho @ 2%. O ensaio foi
incubado hovameme_ a 37 °C por 30 minutos e depois deixado em repouso por mais 30 minutos a
temperatura ambiente. Pa}alelamente foi feito um ensaio da atividade hemagiutinante na mesma solugéo de
‘ectina (4UH) na auséncia de agucar (branco). O grau de inibigdo de cada aglcar ou glicoproteina foi
determinado por comparag&o com o branco, Os titulos de hemagiutinag&o foram determinados como descrito
no item 4.3.1.

4.4.2 CINETICA DA INTERAGAO DE. CONGF com GLICOPROTEINAS MEDIDA EM
TEMPO REAL POR RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE (BIACORE)

4.4.2.1 Marcagao de Glicoproteinas: a) com Biotina: As andlises cinéticas no BiACore foram
~=zlizadas com glicoproteinas marcadas com biotina para posterior uso como figantes fixados sobre 0 sensor
=np SA (estreptavidina). As glicoproteinas orosomucéide, mucina de estdémago de porco, taka diastase e
~2onuclease B (RNAse B) foram marcadas desta maneira, Assim, 5 mg de cada foram adicionadas em 1 mL
2= tampdo NaHCOs/Na,COs 0,1 M pH 8,5. Apds a dissolugdo, foram adicionados 10 uL de reativo de
Seotnilizagdo (50 mg.mL-t em agua Milfi-Q) preparado imediatamente no momento da utilizaggo. O meio de
=2320 permaneceu em temperatura ambiente por 2 horas sob leve agitagdo. A reagdo foi paralisada pela
22:20 de 10 mg de glicina. Cada amostra foi entdo submetida a cromatografia em coluna P-10 “read-to-use”

“~armacia) em meio aquoso, de acordo com as instrugbes do fabricante, para que o reativo de biotinilizagéo



nao acoplado covalentemente as proteinas fosse eliminado. Apés este procedimento, as amostras foram
dializadas em &gua MilliQ e liofilizadas. Em solucdo de tampao HBS-P cada uma delas foi passada sobre o

sensor e a elevadissima constante de associagdo entre a estreptoavidina e biotina fixa as proteinas sobre o

sensor de modo irreversivel, estando 0 mesmo pronto para utilizag&o.

~ b)_com N-hidroxisuccimida + N-etil, N’-etil N’-dimetilaminopropil carboximida. Para a
fixagdo de algurhas -glicoproteinas _no sensor CM-5, utilizou-se um kit reativo fornecido pelo fabricante,
composto por N-hidroxisuccimida + N-gtil, N’ - etil N*- dimetilaminopropil carboximida como ligante fixados
sobre o chip sensor CM-5, designando a matriz de carboximetit-celulose (CM-Celulose) para a fixagdo. As

glicoproteinas lactotransferina bovina, lactransferina humana {LTF), sorotransferina humana, glicolectina de

 jaca (jacalina), asialofetuina, orosomucoide e lectina de soja (SBA) foram fixadas desta maneira.

4.4.2.2 Ressonancia Plasménica de Superficie em Biossensor BlAcore 3000™ (“Biological
Interaction Analysis Core”) (Pharmacia Biosensor, Suécia). A cinética de inferagdo da fectina de sementes de
C. grandifiora solivel e diferentes glicoproteinas imobilizadas foi estudada através do processo de
ressonancia plasménica de superficie. O aparetho citado carrega chips sensores de camada de ouro
contendo uma camada especifica capaz de fixagdo imeversivel com diferentes ligantes (no caso de
glicoproteinas). A resposta RPS (Ressonancia Plasmonica de Superficie) baseia-se na relagéo da variagdo
do angulo de ressonancia de um feixe de fuz monocromatica dirigido & superficie metélica (ouro) do chip,
geradora de ressonancia & a quantidade de proteina fixada na matriz, permitindo quantificar a interagéo
proteina-ligante. A resposta RPS é monitorada por diodos fixos, sensiveis ao angulo de fuz refletida pelo
processo.

7 Para a medida da interagdo, a soluqéd de lectina foi preﬁérada como 100 pg.mL*. Foram
injetados 25 pL de soiugéo em umrﬂuxo de 5 pyL.min-1 (300 segundos de interagéo), seguidos de 300
segundos de lavagem com o tampdo HBS-P.

A inibigio de interacdo da lectina com a glicoproteina ribonuclease B foi deteraminada pela

adigao de 25 L de a-Metil-Manosideo imediatamente ao final da injeggo de lectina, nas mesmas condigoes.

4.4.3 TERMODINAMICA DE LIGAGAO PARA ANALOGOS DEOXI DO NUCLEO

TRIMANOSIDICO DE OLIGOSSACARIDEOS LIGADOS A ASPARAGINA

Os experimentos de microcalorimetria de titulago isotérmica foram conduzidos em calorimetro

de titulagao isotérmica utitizando sistema MCS de Microcal Inc. Nas titulagdes individuais, injecBes de 4 plL



de carboidrato foram aplicadas por microseringa controlada por computador a intervalos de 4 minutos junto a
solugdo de lectina (volume celular = 1,358 mL) dissolvida no mesmo tamp&o do carboidrato utilizado,
enquanto € centrifugado a 350 rpm. O tampéo utilizado foi HEPES 0,1 M contendo NaCl 1,0 M, CaCl, e

_ MnClz, 5 mM cada, pH 7,2. O experimento controle foi efetuado por injegdes idénticas de carboidrato junto &
- célula de reag&o, contendo tamp&o sem proteina, a qual mostrou valores insignificantes de calor por diluiggo.

- Os dados obﬁdos_ fora[n plotados em curva de titulagdo em software proprio, com AH (entalpia em Kcal mot
B, Ka (constanté de associagao em M) e n (nimero de sitios ligantes por monémero) como pardmetros
ajustéaveis. O instrumento foi calibrado utifizando o kit de calibragdo contendo ribonuclease (Rnase A) e
citidina 2-monofosfato fomecida peto fabricarte. Os parmetros termodindmicos foram calculados através da
€quacgao:

AG = AH-TAS = RT InK,

onde 4G, AH;: AS representam as mudangas na energia livre, entalpia e entropia de ligagdo. T =
temperatura absoluta € R = 1,98 cal. Mol K.

4.5 OBTENGAG DE CROMOSSOMOS METAFASICOS

Sementes de C. grandiflora Benth. foram desinfectadas com hipociorito de sédio 10%, tavadas
com &gua destilada e postas para germinar na escuro sobre pape! de fittro (imido, em placas de petri. As
raizes foram coletadas ao 5¢ dia de genminagao e pré-tratadas com 8-hidroxiquinoteina 0,1% por 2 horas e
fixadas em Camoy 3:1 agua por 5 & 18 horas. A preparagéo das 1&minas fc§ feita segundo GUERRA (1983),
utilizando o corante Giemsa. As fotografias foram feitas em fifme Plus X Pan (Kodak).




4.6 CLONAGEM DO GENE ConGF EM Escherichia coli

4.6.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

~ 4.6.1.1 Considerages Gerais: A estratégia para a inser¢éo do gene ConGF em vetor de
clonagem procariético ()\GEM-T) com posterior transformagao de E. coli foi fundamentada em SAMBROOK

et al, (1989) e também em outras referéncias, citadas ao longo deste trabalho. Apresentaremos aqui alguns

~ poucos esclarecimentos necessarios sobre alguns procedimentos de clonagem, visando tanto o

entendimento como a justificativa para o seu uso. Um esquema geral para a compreensao da clonagem do

gene ConGF utilizado neste trabalho € visualizado na FIGURA 02.

Uma das bases que permitiram este trabatho foi a metodologia PCR. Com o advento da técnica
PCR (“Polymerase chain reaction” ou reagdo da polimerase em cadeia) (MULLIS & FALOONA, 1987) criou-
se u>ma revolugdo na pesquisa em biologia molecular e suas aplicagdes. A técnica PCR & um método in vitro
que enzimaticamente amplifica sequéncias especificas de DNA usando iniciadores oligonucleotidicos que
ﬁanque{am-a regido de interesse. Seu principio envolve uma série de ciclos repetitivos, 0s quais consistem
de desnaturagdo do DNA molde, anelamento dos iniciadores e extensdo dos mesmos através de uma DNA
polimerase para criar uma acumutagao exponencial do fragmento cujas extremidades sdo determinadas pela
terminagao 5’ doé primers. O método foi revolucionado pela introdugéo de termocicladores automaticos e de
uma DNA potirﬁerase termoestave! {Taqg DNA polimerase) (EELES ef al, 1993). A enzima Taq DNA
polimerase promove a adigdo de nucleotideos ao molde de DNA gendmico, tendo j& anelados os iniciadores.
A enzima ¢ isolada de Thermus agquaticus YT1. Esta consiste de um simples polipeptideo com um peso
molecular de aproximadamente 94 kDa, & estavet ao calor e pofimeriza 0 DNA em altas temperaturas, sendo

portanto, indispensavel a reagéo de PCR (INNIS ef al., 1990).



EsQUEMA DE CLONAGEM E TRANSFORMAGAO
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FIGURA 02 — Esquema ilustrativo do prdtooolo de clonagem do gene ConGF
e transformacio da bactéria E. coli. As linhas pontilhadas s&o passos ndo realizados.



- 4612 Oﬁr!}izagéo da reagéo da polimerase em cadeia: A despeito da aparente simplicidade
da tecnica de PCR, esta possui uma quantidade relativamente alta de variaveis associadas. O PCR

necessita, portanto, ser otimizado tanto com relagdo & eficiéncia quanto & especificidade. Portanto, antes da
reagao final ser obtida (item 4.5.2.2), algumas variaveis foram testadas buscando obter a melhor amplificagdo
possivel, pela obtengéo de uma banda mais brilhante na eletroforese de gel de agarose. As varidveis

otimizadas foram:
¢ quantidade de DNA gendmico: foram testados os seguintes volumes 2,5; 5,0; 7,5 ¢ 10 pL
de DNA genbmico.
e temperatura de anelamento: foram testadas as temperaturas de 45°C e
50 <C.
» tempo de anelamento: foram testados os tempos de 1 e 2 minutos.
» vyolume de reagdo: foram testados os volumes de 5 e 10 L.

_ As variaveis otimizadas foram inseridas no protocolo descrito no item 4.5.2.2.

4.6.1.3 Uso de iniciadores especificos: Foram utilizados iniciadores (ou “primers”)
desenhados e testados especificamente para o gene ConBr de C. brasiliensis (GRANGEIRO et al., 1997). O
iniciador 1 e o iniciador 2 s&o oligonuclectideos cujas sequéncias sdo complementares, respectivamente,

para o inicio e término do gene citado. As sequéncias dos iniciadores estdo relacionadas abaixo:

{niciador J' (fita anti-senso)

CAT ATG GCC ATC TCA AAG AAA ATC
iniciador &' (fita senso)

GGA TCC TCA AAC CAC GGT AGC AAT

4,6.1.4 Extragdo do DNA gendmico: A maioria dos protocolos basicos de extragdo de DNA
gendmico utiliza a metodologia CTAB, a qual explora a habilidade do detergente CTAB (cetil trietil amonia
brometo) de formar complexos soliiveis estaveis com &cidos nucléicos em aftas concentragdes salinas que
podem ser preéipitadas pela diminuigdo da mesma (MURRAY & THOMPSON, 1980). Esta técnica se presta
mais especificamente no caso de plantas, cﬁja célula contém altas concentragdes de carboidratos €
polifendis que tornam o extrato de DNA escuro e tem a vantagem de ndo requerer grandes volumes de fenol
para a extrag3o de proteinas. Alguns protocolos incorporam o uso de detergente SDS (dodecil sulfato de
- shdio) em conjunto com proteinase K e outros componentes coma antioxidantes e agentes quelantes
(WATSON & THOMPSON, 1986).



46.1.5 Si_stema de insergdo do produto amplificado ao vetor: Os sistemas de vetores de
clonagem pGEM-T (Promegaj (FIGURA 03) s&o sistemas desenhados objetivando a insergéo de produtos de
PCR. O local de insergdo possui uma timina 3’ adicionada & ambas as extremidades (FIGURA 04-A). Este
- sitio de insergdo aumenta a eficiéncia de insercdo de produtos de PCR por impedir a recircularizagdo do
vetor. A Tag DNA polimerase adiciona uma adenina &s extremidades do produto de PCR, providenciando
© uma ligégéo, eficiente do vetor ao produto Eie PCR, auxiliado pela enzima T4 DNA ligase. O local especifico
esta representado na FIGURA 04-B (pGEM-T PROMEGA TECHNICAL MANUAL, 2000).

= 4.6.17.6 Transfeccdo génica utilizando CaCly Um dos passos mais limitantes é a
transformagéo da bactéria com o plasmideo recombinante. O método mais comumente utilizado para
transfecgdo envolve os ions Célcio, como um facilitador para a adsorgéo a superficie celular e subseqiiénte
entrada do DNA transfectado. A maioria do DNA transfectado para dentro do nicleo é retido como DNA
extracromossomico por um curto periodo de tempo (“expresséo transiente”) e é gradualmente degradado e
subseqUiéntemente perdido do nucleoplasma das céluias hospedeiras em proliferagdo. Entretanto, algum
DNA se integra ao cromossomo hospedeiro, por recombinagdo néo especifica, levando a uma transformagéo
estavet das célulaé pafa o novo fendtipo (OKAYAMA & CHEN, 1991).

4.6.1.7 Utilizacdo do gene reporter: Idealmente, um gene repérter deve codificar um produto
que seja estavel, inbcuo para a célula ou microorganismo e ser facitmente detectével, mesmo presente em
pequenas quantidades. O gene LacZ proveniente de E. coli codifica a hidrolase de glicosideos, a enzima B-
D-galactosidase (B-Gal) (E. C. 3.2.1.23). O substrato, X-Gal (aplicado sobre a superficie da placa de cuttura)
éfhidmlisado pelas B-galactosidases para gerar galadtose e motéculas indoxit solliveis, que por sua vez s&o
oxidadas tornando-se insof(iveis, apresentando uma cor azut escura, plenamente visivel, mesmo em colonias
min(isculas. A cor azul profundo gerada pela hidrdlise de X-Gal por 8-Gal facilitou a localizagéo de coiGnias

nao recombinantes (CASADABAN et al., 1983).

44.6.1.8 isolamento de piasmideo através de extragdo alcalina: Plasmideos séo moléculas
de DNA de —ﬁta dupta, circutares, com propriedade de auto-replicacdo e independentes do DNA
cromossdmico (FIGURA 03). Algumas metodologias de sequenciamentos exigem que se obtenha uma alta
concentragdo de plasmideos recombinantes. O isolamento do DNA plasmidial de £ coli requer que este seja
separado do DNA cromossdmico da bactéria e também de outros componentes macromoleculares. A
extragdo alcalina explora a natureza circular covalentemente fechada (“CCC - covalently closed circular’) e o

peso molecular especiaimente alto do DNA cromossémico. Quando o extrato cetutar & exposto em condigbes



de pH alcalino.em torno de _1 2,0 2 12,6, 0 DNA finear (cromossdmico)  desnaturado, mas o plasmideo néo.

Com a neutralizagdo do extratb, na presenca de alta concentragdo salina, a precipitagdo do DNA

cromossdmico ocorre, mas 0 DNA CCC continua em suspensdo. O RNA celular e proteinas sdo precipitados

nestas condicdes, especialmente se as proteinas forem primeiro complexadas com um detergente anionico,
- SDS (dodecil sulfato de sédio). A combinagéo apropriada de reagentes e centrifugagtes, a precipitagdo da
maioria do DNA cromossdmico, RNA e proteine_zs pode ser feita em um s6 passo (BIRNBOIM, 1989).

4.6.2 PROTOCOLO DE CLONAGEM

4,6.2.1 Extracdo do DNA gendmico: A extragdo do DNA gendmico foi baseada nos
protocolos descritos em WARNER (1996). Utilizando-se 0,5 g de folhas recém expandidas de C. grandiflora,
macerou-se em almofariz em contato com nitrogénio liquido. O material pulverizado foi colocado em tubo
Falcon e adicionados 6 mL de tamp&o de extragdo CTAB 2x em adigdo a 12 uL de mercaptoetanol, pre
aquecidos a 60 °C. e
A mistura foi incubada a 60 °C, invertendo-se o tubo vérias vezes, por uma noite. Foram
adicionados 6 mL de mistura de cloroférmio-alcool isoamilico 25:1 (vAv). O tubo Falcon foi centrifugado a
2500 rpm por 15 minutos & temperatura ambiente. A fase aguosa obtida (fase superior) foi transferida para
um tubo limpo efoi adicionado 8 mL de isopropanol 100%, invertendo-se o tubo, verificando a ocorréncia de
precipitado. Foi centrifugado novamente por 2 minutos, retirando-se o sobrenadante. Foi adicionado 3 mL de
NaCl 1 M para a lavagem das impurezas. Foi adicionado 7,5 mL de etanol 100% para reprecipitagéo do DNA.
Apos 30 minutos em repouso & temperatura ambiente, a mistura foi novamente centrifugada 2 minutos a
1500 rpm para a coleta do precipitado. Foi adicionado 2 mL de etanol 70% e foi centrifugado novamente da
mesma manéira anterior. O sobrenadante foi retirado e o precipitado de DNA foi deixado secando ao ar. Por
fim, foi adicionado 2 mL de TE pH 8,0. Uma aliquota foi retirada para a medida de Absorbancia e calculo do

rendimento do DNA na amostra.
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FIGURA 03 - Mapa circular do vetor de clonagem procariético pGEM-T (Promega). No detalhe,
possiveis locais de digestdo com nucleases de restrigao no sitio multiplo de clonagem.



L 2 = T4 DNA ligase

5'... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GCCG
- 3'... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CGGC

3!
CCATTG GCCGC GGGAT 1. ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
GGTAAC CGGCG CCCTA T TAGTG ATCAC GCCGG CGGAC GTCCA GCTGG TATAC
3I

GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT ...3'
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA ....&'

FIGURA 04 - Diagrama esquematico do mecanismo e local especifico da insergdo do gene ConGF no vetor de
clonagem procariético pGEM-T (Promega). A — Mecanismo de insergdo do gene clonado no vetor, mostrando
como 0 inserto € estabilizado através de duas adeninas aderidas, durante a amplificag@o por PCR, pela enzima
Tag polimerase ¢ as extiemidades ligadas peia enzima T4 DNA ligase. B - Local de inserg@o do gene ConGF na
sequéncia nucleotidica do pGEM-T.



- 4.6.2.2 Amplificacéo do gene por PCR: O fragmento de DNA comespondente ao gene da

lectina de sementes de C. grandifiora Benth. foi amplificado pela metodologia PCR. O substrato utilizado foi o

DNA gendmico. A reagdo de PCR foi obtida a partir da mistura dos reagentes abaixo em um microtubo de
“ PCR estéril

FaMPAD TOX .. commvis cvesmsionsess R N S S Mg B P 2,5 L
(TRIS-HC! 100 mM —pH 9,0; MgClz 15 mM e KCIi 500 mM)

N TPS {125 M GABE) . cnicmnirsssmmimisameisssiiseiihnibisesissssisinivess 50 uL
iniciadar 1 (€SoquE 5 HL 8M TE) .ovvvereseersessssssssseessessssssssssssessasenes 2,5l
iniciador 2 (€Stoque 5 UL 8M TE) c.uuvuueecvveceresssssssssesssssssssssssssssssessnens 25l
10 LA DOITBIRER vianssigicn imiocmalonmseiainnlalic i 0,5 L
T TR gt e SR T R T RIS R P 7,0 L
DINA BBNOHIED wocassisimsmiomesisermssigvensissmnesiarbsisssssnsomnsespssigonas 50 uL

- Os componentes da reagdo foram adicionados, acrescentando-se por Ultimo, a Tag DNA
pélimergse. A reagé6 foi colocada em termociclador programado da seguinte forma:

10 a0 34¢ Ciclo

DOSTIRAERRCED. s i meimiummivinis 1 ST N R o SO T 8 1
ADRIEMIBH, s i D b s sy 1
EMIBNSAD.. .. ciziismirscasssissssssinsonmsnsosin T st R R 2

“Apbs o Uitimo ciclo, as amostras foram estocadas a 4 °C quando ngo foram imediatamente

utilizadas. O controle negativo da reagao foi feito utilizando-se &gua ao invés de DNA.

4.6.2.3 Eletroforese em gel de agarose a pH neutro: A eletroforese de DNA em gel de
agarose foi baseada nos protocolos obtidos em SAMBROOK et al. (1989). A quantidade de agarose
apropriada para se obter a concentragdo final de agarose desejada, expressa em percentagem (%) (m/v) foi
adicionada a um volume determinado de TBE 0,5 X. Apds 0 agquecimento, onde ocorre a dissolugdo da
mistura, foi reéfﬁada a 60 °C, adicionando-se EtBr (a partir de uma solugdo estoque de 10 mg/mL) de
maneira a deixar a concentragdo final em 0,5 pg/mL. O gel foi deixado em repouso na placa, para
solidificagao.

As amostras de DNA a serem analisadas foram previamente preparadas, diluindo-se 1/5 de
seu volume com uma solug&o de azul de bromofenol 0,25% (m/v), glicerol 30% (v/v), preparada com TE. O

~tampéo de corrida consistiu de TBE 0,5X contendo EtBr 0,5 pg/mL.
Apos as amplificagdes do gene da lectina, foi efetuada a eletroforese em gel de agarose 1%. A

comida foi efetuada sob V=150, durando em média, cerca de 15 minutos, até que a a linha do bromofenol
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correspondente as amostras percorressem cerca de 2/3 do gel. Apos a corrida, as bandas de DNA
mostraram-se com coloragdo branca brithante, em contraste com a fuz uffravioleta de 302 nm. Foram
efetuadas entdo, as fotos do gel. Marcadores moleculares de baixo peso (“Low Mass DNA Gibco”) permitiram
a identificacdo da banda.

' 4.6.2.4 Purificagéo da banda: A banda amplificada obtida na reagéo de PCR foi purificada
através do kit “Concert’ Gibco. A banda amplificada foi cortada com bisturi esterilizado, sob fuz uftravioleta.
Adicionou-se 30 pL do tamp&o L1 (TRIS-HCI 100mM, pH 7,5, contendo EDTA 10 mM) para cada 10 mg de
gel de agarose. Foi adicionado entdo, resina de silica na proporgao de 1 mbL para cada 10 mg de gel de
agarose. Apds rapida agitagdo do eppendorf em vortex, foi incubado a 50 °C em banho-maria por, no
minimo, 15 minutos. Durante este periodo, foi feita agitagdo esporadica para completa dissolugéo do gel. O
eppendorf foi centrifugado em centrifuga de mesa para tubos eppendorf a 12.000 g por um minuto. Foi
removido e descartado o sobrenadante com pipeta. Foi adicionado entdo, mais 30 pl do tamp&o L1 para
cada 10 mg de gel de agarose. Com a ressuspenso da resina, pela agitagdo do tubo, foi centrifugado
nova_men;te a 12.000 g, um minuto. O sobrenadante foi novamente removido e descartado com pipeta. Foi
adicionado entdo, 30 pl; do tampdo L2 (NaOH 1M, SDS 5,3% p/v) para cada 10 mg de gel de agarose
utilizado. Com a ressuspenséo da resina, por agitacéo do tubo eppendorf, foi centrifugado novamente, a
12.000 g, um minuto. O-sobrenadante foi novamente removido e descartado com pipeta. Este Gitimo passo,
com adigdo do tampao L2 foi repetido mais uma vez. Ao retirar o sobrenadante, desta vez, o tubo eppendorf
foi deixado aberto ao ambiente para secar, apoiado em papel de filtro. Foi adicionado entdio, 50 uL de TE e
ressuspendeu-se a resina. Incubou-se por 5 minutos em banho-maria a 50 °C. Foi feita agitagdo uma vez
durante a incubagdo. Foi centrifugado mais uma vez a 12.000 g, um minuto € por Gltimo, o sobrenadante foi

transferido para um tubo limpo de 1,5 mi estéril e guardado em freezer para posterior utilizac&o.

4.6.2.5 Reagéo de Ligacdo: A reagdo de figagao foi realizada de acordo com a mistura de

reagentes abaixo:
Témpao 7., ISR Sk Y NUDI -G I “ERUM T JDVSE THT-ts S 10,0 pl
RN = T ALY st e s s it 2,0l
B o st i e s s e e e G B R B AN 7,0l
LB 00 R SO SOOI SR SUELE s e R VL 1,0

Dois controles foram incluidos, uma reagéo sem o produto de PCR e uma outra sem o vetor. A

_rea(;éo de ligaco foi feita a 4 °C, por uma noite.



-4.6.2.6 Meios de Cultura: O cultivo de £. cofi foi efetuado no seguinte meio:

: Meio LB {Luria-Bertani)

Reagentes Volume

B0 TIRONE oriernnsomsusinatisssssmis Rasisssmms i ssress 10g

EXURIO UB LEVBIIIR .. soscusrosibaiispontivimmisporosias sitbntosiiamissinniis Ceiitssns 5¢g
 NBCL i G o SR SRRy WD 109

Os reagentes foram dissolvidos em cerca de 900 mL de &gua destilada e apés o pH ser
ajustado para 7,0 com 7Na0H SN, o volume foi completado para 1000 mL. Procedeu-se entdo & esterilizagio
por meio de autac!avé a 127 °C poer 20 minutos a 15 Ib/pol.

Para a preparagdo de meio solido, o meio liguido acima recebeu, antes da autoclavagem,

bacto agar na concentragdo de 15 g/l. O meio foi entdo autoclavado e derramado (cerca de 30 mL) em placas
de Petri auteclavadas, deixade solidificar & temperatura ambiente. Apos isto, as placas foram fechadas,
invertidas e guardadas a 4 °C, até sua posterior utilizagdo.
E Para 0 uso de placas, ou meio liquido contendo antibidtico (Ampicilina), esta foi adicionada, a
partir de uma solugdo estoque de 50 mg/mL, sendo a concentracdo final de 200 pg/mL. A obtencdo do
estoque estéril foi feita cém uso de ultrafiltragdo. A difuiggo também foi feita sob total esterilidade. A solugéo
diluida foi éplicada ao meio antes da solidificagdo (em tomo dos 30 °C), ou no caso de meio fiquido, quando
este esfriasse até esta temperatura. Os materiais contendo o antibidtico foram resguardados da luz.

No caso de placas contendo X-Gal, utilizadas na selegdo de colénias recombinantes, apos a
solidificacéo, foram colocades 50 pL de X-Gal 20 mg/mL (em N,N-dimefitformamida) sobre a placa. A
solug&o era entdo espalhada igualmente com o auxilio de alca de vidro sobre toda a superficie da placa.

4.6.2.7 Preparagdo de células competentes de E. coli: Uma (nica coldnia de E. coli DH5a
foi incubada em 5 mL de meio LB a temperatura ambiente, sob agitago vigorosa por uma noite. Foi
verificade o crescimento de bactérias, visualmente, através de turvagio do meio, e foi utilizado estes 5 mL
como indculo para 100 mL de meio LB, sendo incubado entdo sob agitago vigorosa por aproximadamente 3
horas quando foi verificado que a ODsgo se situava na faixa de 0,2 a 0,3. As células foram obtidas do meio a
partir de cemajifuga-géa (3000g por 15 minutos), pela retirada do sobrenadante. O precipitado de células com
50 mb de CaCl; 50 mM gelado foi ressuspendidé, procedendo-se novamente a centrifugacéo, desta feita,

em 2 mL. A suspensdo de células foi mantida em gelo até ser utilizada na transformagéo com o plasmideo.

= 4.6.2.8 Transformacao de células competentes de E. coli com o vetor de clonagem: A
partir das células competentes de E. cofi. procedeu-se & transformagéo. Da reagéo de ligag&o (item 4.6.2.5)

foi tomada uma aliquota de 10 i e foi adicionada & 200 p! da suspenséo de células competentes recém



preparadas. O controle da transformagao foi feito utilizando-se &gua ao invés da ligagdo. A mistura foi

incubada no gelo por 30 minutos, trés minutos a 42 °C e novamente no gelo por 2 minutos. Foram

adicionados 800 ul de meio LB e foi incubado em banho-maria a 37 °C por 1 hora e 30 minutos. Apos a
incubag@o, as bactérias foram plaqueadas, pela distribuicdo de 200 pi de mistura em placas contendo meio
- LB agar com Ampicilina 200 pg/mL e 50 ul de X-Gal 20 mg/mL em N,N-dimetitformamida. O meio contendo

-as bactérias em transformag#o foi pipetado sobre as placas e espalhado com o auxilio de uma alca de vidro.

4.6.29 Selecio de coldnias de bactérias transformadas: As placas foram incubadas a 37
°C, no &scuro,- por é;iroximadamente 12 horas até o aparecimento de coldnias com 1-2 mm de didmetro.
Nestas condigbes, as coldnias contendo o plasmideo ndo recombinante (sem inserte) S50 azuis e as coldnias
contendo o plasmideo recombinante mostram-se brancas (item 4.6.1.7). As placas que mostraram a
presenca de ambos os tipos de coldnias foram utilizadas.

, Verificado o crescimento, algumas coldnias de cor branca, mostrando serem aparentemente

recombinantes, foram repicadas em 5 mL de meio LB para a recuperagdo do plasmideo.

4.6.2.10. Isolamento de plasmideos recombinantes: O protocolo de lise alcalina descrito em
SAMBROOK et al., (1989) foi utilizado para o teste da presenca de plasmideo nas bactérias. As colbnias
brancas, escolhidas ao acaso, foram retiradas da placa de petri com uma alga de inoculagdo e postas a
crescer em 5 mL de meio LB liquido contendo ampicilina 200 pg/mL, em tubos Falcon estéreis. O
crescimento foi efetuado durante toda uma noite, sob agitacdo rapida, a temperatura ambiente. Nos tubos
onde foi observado crescimento de bactérias, por visualizagdo de turvagdo do meio LB, foi procedido ao
isolamento do plasmideo, pela retirada de uma aliquota de 1,5 mL de cultura de E. coli para utifizago no kit
Miniprep Flexiprep Pharmacia. A aliquota foi transferida para tubo de eppendorf estéril e centrifugado em
microcentrifuga de mesa a velocidade maxima ( 12.000 x g) por um minuto, para a formagao de precipitado
de céiulas:O sobrenadante foi descartado, por aspiragio com pipeta. O precipitado foi dissolvido em 200 pL
de Solugdo | (TRIS-HCI 100 mM, pH 7,5; EDTA 10 mM, RNAse | 400 ug/mL) sob vigorosa agitagdo com
vortex. Foi adicionado 200 plL de Solugdo 1l (NaOH 1,0 M, SDS 1%), agitando o tubo varias vezes. Com a
lise das células, a suspensdo bacteriana mostrou-se clara e limpida. Foi adicionado entdo 200 mL de
Solugao Il (acetato de potassio 3 M), misturando-se o contelido por invers&o varias vezes. Foi centrifugado &
velocidade maxima por cinco minutos, a temperatura ambiente. Foi adicionado 420 pL (cerca de 0,7 do
volume) de isopropancl & temperatura ambiente ao sobrenadante, agitando-se para misturar. A mistura foi
-deixada por uma noite para precipitagdo do plasmideo, guando foi centrifugada, ent&o, a velocidade méaxima

em microcentrifuga por 10 minutos, & temperatura ambiente, obtendo-se o centrifugado de DNA do



plasmideo. O sobrenadante foi descartado por aspiragéo com pipeta. O precipitado foi ressuspendido em 40

L de Tee guardado o ep_pendo'rf em freezer para posterior utilizagao.

4.6.2.11 Amplificacdo do gene clonado por PCR: A verificagdo final de que os clones
- selecionados procediam de coldnias recombinantes foi feito através de PCR. A reagao de PCR foi efetuada
-utiﬁzando-'se uma afiquota de 5 piL de DNA plasmidial de cada coldnia para amplificagdo do inserte no

- plasmideo pGEM - T. A reacdo foi efetuada de acordo com o item 4.6.2.2.

© 4.6.2.12 Eletroforese final dos plasmideos recombinantes: Apds a reagéo de PCR, a
eletroiorese em gel de agarose (item 4.6.2.3) revelou ou ndo a banda referente a presenca de plasmideo

recombinante nos clones {coldnias brancas) selecionados.
4.7 SEQUENCIAMENTO

4.7.1 Sequenciamento de aminoéacidos
A sequéncia de nucleotideos do inserto foi determinada pelo método enzimatico de terminagdo da
cadeia nucleotidica por didesoxi, descrito iniciaimente por SANGER et al., (1977).

4.7.2 Sequenciamento de Nucleotideos

Q sequenciamento de nucleotideos foi efetuado no sequenciador automatico MegaBACE DNA
Analysis System (Amershan Pharmacia Biotech) instalado no Laboratorio de Citogenética e Genética
Molecular do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Cearé.

Reacdo de sequenciamento: Para a reacdo de sequenciamento (amplificaggo do inserto)
utitizou se a metqdo%o»gia descrita no protocolo DYEnamic ET Dye Terminator Kit MegaBACE especifico para
0 sequencfamento_ utilizando 0 sequenciador automatico MegaBACE 1000. A mistura foi preparada da
seguinte forma: @ Premix — 8,0ul; @ Primer — 2,0uL ; @ DNA template — 10,0 piL.

Para cada pogo da placa adicionou-se 5 ul da mistura e 5 pl do DNA tempiate. As placas
entdo eram levadas ao termociclador para a amplificagdo utilizando-se o programa indicado no Dye ET

Terminator MegaBACE Kit como segue:

Temperatura Tempo

1 S N o 20 segundos
= BTG el 15 segundos

BTG vinsinnnmupisd 60 segundos

retomo &0 inicio (durante 34 ciclos), permanecendo a 4°C indefinidamente.
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Reacéao de precipitacdo: Na reagdo de precipitagdo adicionou-se 1 pl (volume de 10 pl de
reagao; equivalente a 1110 do volume da reagao) de acetato de amdnia 7,5 M em cada tubo {poco) e 2,5
volumes (27,5 pi) de etanol 100% ou 60 pL de etanol 85%. As placas foram deixadas por 20 minutos em
temperatura ambiente no escuro e centrifugadas por 45 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionou-
~se 200 pL de etanol 70% gelado, centrifugando-se novamente por 10 minutos para lavagem do precipitado.
0 'sobrenada_nte foi retirado por inversao e o_ precipitado deixado para secar por 20 minutos para ser
ressuspenso em 10 ulL de tamp&o de amostra (“foading solution™). Apés este procedimento, o material foi
levado para a geladeira, permanecendo por uma noite, para posterior sequenciamento.
Os parametros para a corrida foram: injecdo da amostra — 4 kV por 50 segundos. Tempo e

voltagem de corrida — 103 minutos com 9 KV constante.

48 ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS E PRODUGAO DE ARVORES
FILOGENETICAS

O programa CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994) foi utilizado, o qual, como a maioria dos
programas de alinhamento mutiplo baseia-se numa “dinédmica de alinhamento progressivo” (FENG &
DOOLITLE, 1987), onde, a partir de uma matriz de distancias, utiliza-se uma rotina onde se agrupam as
sequéncias par a par (“painwise alignement”). A construgo de uma &rvore guia foi baseada no algoritmo
Neighbor-Joining- (SAITOU & NEY, 1987). As arvores foram visualizadas com o programa TREEVIEW
(hitp:/ftaxonomy.zoology.gla. uk/rod/rod.htmi). As sequéncias (tanto de aminoacidos como de nucleotideos)

foram obtidas no GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov).

4.9 CALCULO DO NUMERO DE SUBSTITUICOES SINONIMAS E NAO-SINONIMAS

As séquéncias de nuclectideos, obtidas no GenBank foram alinhadas utilizando-se o programa
CLUSTALW. O qéicuto utilizado para obtengdo do nimero de substituices sindnimas e ndo-sindnimas foi
;)bﬁdo em LI & GRAUR, {1831). O alinhamento foi vutiﬁzado como entrada de dados para os programas K-
estimator (COMERON, 1995, COMERON, 1999) e DNAsp (DNA sequence polymorphism) (ROZAS &
ROZAS, 1999).



5. RESULTADOS E DiscussAo

205 PARTE 1
CARACTERIZACAO BIOQUIMICA PARCIAL DA LECTINA DE SEMENTES
DE CANAVALIA GRANDIFLORA BENTH.

- 5.1I1SOLAMENTO E PURIFICACAO DA LECTINA

5.1.1 PH DE EXTRAGAO

Para se estabelecer qual o melhor valor de pH no tamp&o, para extragéo de proteinas soliveis de

3 sementes de C. grandifiora, foram testados trés valores de pH: 2,6; 7,6 € 9,0 obtendo-se os valores seguintes,
numa media deé extracdes (em mgP/gF): 179, 245 e 234, respectivamente. O aumento do pH possibilitou uma
solubilidade maior das proteinas e melhorou a extragdo. Assim, a extragdo a pH &cido (2,6) mostrou uma
quantidéd(_a menor de proteinas, em comparagao aos outros dois valores de pH (7,6 € 9,0). Entre estes dois
valores de pH néo ficou caracterizada uma diferenga significativa. Portanto, em vista destes resultades, para a

solugéo salina utilizada na extragao e purificagao, ndo se impds alteragéo no pH (neutro) da solugao.

5.1.2 EXTRAGAO DAS PROTEINAS

A TABELA 06 apresenta a purificago obtida para a extragdo da lectina de C. grandiflora a partir da
farinha de sementes. Nesta, foi observado que a quantidade de proteinas soliveis totais diminuiu para cerca de
2% do teor inicial. Com a purificagdo, entretanto, a atividade hemagiutinante concentrou-se no pico retido,

indicando que ocorreu um aumento significativo na concentragéo de lectina.



5.1.3 CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM SEPHADEX G-50

O extrato total de sementes de C. grandiflora quando submetido & cromatografia de afinidade em

coluna de Sephadex G-50 (FIGURA 05) apresentou dois picos cromatograficos. O primeiro pico, ndo adsorvido ao

' _polimero, mostrou-se destituido de atividade hemaglutinante, enquanto o segundo pico, eluido com glicose,

~apresentou a méxima atividade hemaglutinante, conforme discutido no item 5.1.2. A utilizagdo de Sephadex, um

polimero de Dgiicose_ € um procedimento quase undnime de purificagdo para as lectinas que interagem

especificamente com D-glicose, D-manose e estruturas derivadas. Para as espécies de Diocleinae, inimeros

trabalhos tém explorado esta particularidade (MOREIRA & CAVADA, 1984; OLIVEIRA et al, 1991

VASCONCELOS et al., 1991). Outros trabalhos reportam outras matrizes, como Sephacril (para D. lehmanil -
PEREZ et al., 1991) e maitamil-Sepharose (para C. gladiata — KOJIMA et af,, 1991).

5.1.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENCA DE SDS E 2-
MERCAPTOETANOL

O perfil eletroforético da lectina purificada de C. grandiflora em conjunto com outros passos de
extragdo e purificagao € apresentado na FIGURA 06. No pogo 3, farinha de sementes de C. grandifiora, observa-
se a presenga de vérias bandas eletroforéticas que desaparecem apds a extragao (pogo 4 — extrato total). O pico
ndo retido (pogo 5' - PIt) apresentou alguns poucos sinais de bandas, devido a extrema diluido. O perfil
eletroforético do p_ogo 4 (extrato total) e pogo 6 (lectina purificada) sdo bastante semelhantes, entretanto, a
atividade hemagiutinante especifica (item 5.1.2, TABELA (6}, contra eritrocitos de coelho, atestou a presenca da
lectina purificada. A lectina purificada (pogo 6), comparada a lectina purificada de C. brasiliensis (ConBr) (poco 2)
rostrou um padrdo efetroforético tastante parecido. O padrdo eletroforético apresentado pelas lectinas da
subtribo Diocleinae, tanto dos géneros Canavalia, Cratyfia e Dioclea quando analisadas por eletroforese em gel
de poliacriigmida em dci‘ldigﬁes desnaturantes apresentam um determinado padrdo caracteristico. Este padréo
corresponde a és-grupos de bandas protéicas, com massas moiecuiares aparentes proximas de 29-30 kDa
{Caueia «j, 16 -18 kDa (iragmenio B) e 12-13 kDa (fragmento ) (ABE, 1571). Na figura, observou-se que 0
fragmento y & pouco visivei. Js fragmentos 5 e y correspondem &s metades iN- € C- terminais da cadeid o. ESt@
rmestita reiagdo foi obtida para Diociea grandifiora (RICHARDSON ef al., 1984; AINOUZ et al., 1987) e Cralyiia

floribunda através de comparagau das seqiércias de arriruacidos de seus fragmertos (CAVADA el ., 1595).



TABELA 06 - Purificagéo da lectina de sementes de C. grandifiora Benth.

Fragio -

“Proteina | Atividade | Atividade | Purificagao
~ total Total | Especifica =
_ (mgPiml) | (UH/ml) | UHmgP |
Extrato Total 176 | 2048 | 11686 | 1
Pico No Retido (PI) 0,25 8 32 0,03
Pico Retido (PII) - 0,035 64 1828,6 1,6




Glicose 0,1 M

7 0 20 40 60
b 2 Fracoes

FIGURA 05 - Purificagdo da lectina de C. grandiflora Benth. por cromatografia de afinidade
em Sephadex G-50, equilibrada com NaCl 0,15 M contendo CaCl, e MnCl; 5 mM. A seta
indica 0 momento da eluig&o, efetuada com o tamp&o de equilibrio contendo Glicose 0,1 M.
_ Total de amostra aplicado: 10 ml. Fragges: 1 miftubo. PI: Pico n&o retido; Pll: Pico ndo retido.



FIGURA 06 - Eletroforese de purificagdo da lectina de C. grandiflora Benth. em gel de poliacrilamida
na presenca de SDS e 2-mercaptoetanol. 1 —Marcador molecular; 2 e 7 - Lectina de C. brasiliensis
(ConBr) purificada; 3 — Farinha de sementes de C. grandifiora; 4 — Extrato Total; 5 — PIl (pico n&o
retido); 6 — Lectina de C. grandifiora (ConGF) purificada. Marcadores: A — Albumina bovina (66 kDa);
B- Ovoalbumina (45 kDa); C - Gliceraldeido-3-P (36 kDa); D — Anidrase carbénica bovina (29 kDa); E
~ Inibidor Tripsina Soja (20 kDa); F - Lactalbumina bovina (14,2 kDa). o, B e y = bandas
correspondentes aos fragmentos.



5.2 CARACTERIZAGAO PARCIAL

5.2.1 ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

= Nos dados apresentados-de atividade hemaglutinante (TABELA 07), foi verificado uma forte
hemaglutinagdo em 7coelh‘o, com co&gulos mais visiveis e duraveis que no ensaio com eritrécitos humanos do
sistema ABO. Obteve-se, entretanto, uma atividade maior com o sangue humano tipo A tratado. Os coagulos
- obtidos mostravam pouca durabilidade, o que pode sugerir uma interessante propriedade da lectina testada. As
~ lectinas de Diocleinae aglutinam fortemente hemécias de coeilho nativas. Essa capacidade de aglutinar células
advém do reconhecimento, pela proteina, de estruturas glicanas que podem ocupar o sitio de interagdo com '
carboidratos. As associacfes diméricas, triméricas, tetraméricas ou oligoméricas, freqliéntemente promovidas,
tornam possiveis a presenga de dois ou mais sitios ativos para carboidratos, interagindo com duas superficies

celulares, aproximando as células e promovendo o fendmeno da aglutinagao.
5.2.2 ANALISE DE AMINOACIDOS

A exembto de outras proteinas de reserva, as lectinas de vegetais superiores mostram alto teor de
aminodcidos écidos,- tais como &cido aspartico e &cido glutdmico € aminoacidos hidroxiiados tais como serina e
treonina, os quais podem fazer parte até mais de 30% do contelido de amino&cidos das sementes. Em
compensagdo, sdo pobres ou destituidas de aminoacidos sulfurados (LIS & SHARON, 1981). A lectina de C.
grandifiora  também apreseniou este padrdo coimo mosira sua composicdo de aminoacidos (TABELA 08). Os
aminoacidos encontrados com vaiores mais eievados foram o acido aspérticb, seguido de serina e ieucina. Para

arginina e histidina foram observados os menores valores percentuais. No foram detectados metionina e cisteina.



5.2.3 IMunODIFUSAO DUPLA DE OUCHTERLONY

_‘As proteinas sdo consideradas excelentes antigenos. Cada proteina possui distintos sitios em sua
superficie conhecidos como determinantes antigénicos, contra 0s quais, anticorpos séo produzidos. A exata
‘natureza destes determinantes e sua relagdo com a sequéncia de aminoécidos da proteina é desconhecida.
E:ntnétanto, mudangas na sequéncia de aminogcidos de uma proteina € capaz de alterar a natureza dos
determinantes antigénicos. A reagdo antigeno-anticorpo ocorre quando sitios complementares aos sitios de
detérminagéo, ahtigéniba e do antigeno se combinam, formando agregados que se precipitam, formando uma
_ massa que se prendeAao gel, retendo assim a coloragéo. A FIGURA 07 apresenta dois conjuntos de reagGes de
imunoprecipitagdo dﬁpla de Ouchteﬂor_zy, em gel de agarose. No primeiro conjunto, (FIGURA 07-A), verificamos a
reégéo de quatro lectinas com o anticorpo de Vatairea macrocarpa. Apenas a propria lectina de V. macrocarpa
caracterizou uma reagdo imunolégica total, com seu anticorpo, visualizada por uma faixa escura de precipitagao.
No segundo conjunto (FIGURA 07-B), temos a reagdo de quatro lectinas com o anticorpo de C. brasiliensis.
Ocorreu reagao imunologica total do anticorpo com as Canavalias e parcial com D. rostrata e surpreendentemente,

sem faixa de reagao com D. guianensis.



TABELA 07 - Atividade hemaglutinante em extrato total de sementes de C. grandiflora Benth.

Eritrécito | = Tratamento  Atividade |  Atividade
(Sistema ABO e Total |  Especifica
~ coelho) (UHIgF} = ‘,"-i,wj(l’;ll?llmglmgP)
o N 2565 | 19

) i 81925 382
B N 2565 19
T 5125 23

T N 85 1
Coelho N 165 1




TABELA 08 — Composicéo de aminoacidos da lectina de sementes C. grandifiora Benth.

" Aminoéacido pmoligl %
Acido aspartico 32,03 16,20
Serina 21,40 10,83
Leucina 17,45 8,83
Glicina 16,83 8,51

= Alanina ~ 15,05 7,62
Acido glutadmico 14,54 7,36
Lisina 14,06 712
‘Treonina 13,53 6,85
Fenilalanina 13,83 6,85
Valina 12,28 6,21
Isoleucina 9,84 498
Prolina 8,94 452
Tirosina 3,97 2,01
Arginina 2,43 1.23
Histidina 1.72 0,87
Metionina 0 0
Cisteina 0 0
TOTAL 197,67 100,00
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FIGURA 07 - Reagao de imunoprecipitagdo dupla de Ouchterlony em gel de agarose 1,5 % em
NaCl 0,15 M contendo glicose 0,1 M. A — Anticorpo de Vatairea macrocarpa x Lectinas de C.
grandiflora; C. brasiliensis; Vatairea macrocarpa e Cratylia floribunda. B - Anticorpo de C.
brasiliensis x Lectinas de C. grandiflora; C. brasiliensis; Dioclea rostrata e Dioclea guianensis.
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5.3 ESPECIFICIDADE PARA AGUCARES E GLICOPROTEINAS

5.3.1 INIBICAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE POR AGUCARES E GLICOPROTEINAS

glicoproteinas. Entre os aglcares testados, a manose mostrou ser um monossacarideo capaz de inibir a reagao.
Além desta, os aglcares a—D-Metii-Manopiranosidio e a-Metil-D-Glicopiranosideo, apresentando o mesmo valor
de inibig&o (8,3 mM). Quanto &s glicoproteinas, a tiroglobulina bovina foi a mais potente, inibindo a reagéo na
concentragao minima de 10 ug.mi, sequida pela tiroglobuiina bovina, 21 e por uitimo a Lactotransferina Bovina,
com cancentragdo minima de 167 pg.mb'. Lectinas de duas cadeias s&o inibidas por glicose, manose e seus
derivados. Apesar de apresentarem somente uma cadeia, a fectina de sementes de C. ensiformis (Con A) e outras
lectinas dos géneros Canavalia e Dioclea séo inibidas por glicose, manose e derivados (RUDIGER, 1977). O fato
da glicose ndo ter inibido a atividade hemaglutinante pode ser acarretado a concentragéo utilizada.

Existem casos onde duas lectinas da mesma planta s&o totalmente diferentes na especfficidade por
carboidratos, como em Vicia cracca, que contém uma série de isolectinas figantes a GalNac e uma lectina que €
especiﬁéa_por glicose/manose (BAUMANN et al., 1982).

5.3.2 CINETICA DA INTERAGAOC CONGF COM GLICOPROTEINAS MEDIDA EM TEMPO

REAL POR RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE

No intuito de avaliar com precisao a &finidade da lectina de sementes de C. grandifiora por varias
glicoproteinas, utilizou-se a metodologia de ressonancia plasmonica de superficie. Esta técnica permite medir a
cinética de associagdo e dissociag@o entre duas moléculas em tempo real. Deste modo, comparativamente, €
possivel observar a cingtica de reconhecimento desta lectina com estruturas glicanas complexas ligadas
covalentemente a diferentes glicoproteinas.

Na FIGURA 08, observamos o teste da lectina sol(ivel sobre quatro glicoproteinas: ribonuclease B,
taka diastase, orosomucdide e mucina suina. Neste teste foi utilizado 0 sensor chip SA. A mais reativa mostrou
ser a ribonuclease B, com RU em tormo de 800. As outras trés mostraram pouca ou nenhuma reagdo com a

lectina. A ribonuclease B possui todos os oligomanosideos em sua estrutura (FIGURA 11, numeros 1 a 5). Este
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dado é confimmado pelos dados apresentados para a inibicio da atividade hemaglutinante por glicoproteinas
discutido acima (item 5.3.1). A taka diastase, descrita contendo apenas o oligossacarideo Man5 (FIGURA 11,
nimero 5),-revela que a lectina ndo deve interagir com esta receptor, ou que o faga muito fracamente. A
orosomucoide, considerada uma glicoproteina menos reativa, possui principalmente glicanos do tipo N-
acetillactosamina multiantenados. A faita de interagdo com a mucina bovina ndo concordou com os dados de
inibig&o da atividade hemaglutinante (item 5.3.1).

Utiliiandé 0 ghip sensor CM-Celulose, foram testadas outras glicoproteinas: lactotransferina bovina

- - {LTB), asialofetuina, lectina de soja (SBA), sorotransferina humana {STF), Iactotransferina humana (LTF) e a

jacalina (FIGURA 08). O gréfico mostra uma alta interago (equivalente a 2000 RU) com a lactotransferina bovina,
seguida pela lectina de soja {em tamo de 500 RU). As outras glicoproteinas citadas no mostraram interagdo com
‘alectina. A alta interagdo com a LTB e a ndo interacao com a asialofetuina j& haviam sido observados no ensaio
de inibigao da atividade hemaglutinante. A LTB caracteriza-se por possuir heterogeneidade de N-glicanos em sua
esfrutura. A alta afinidade a esta glicoproteina sugere que & lectina pode reconhecer glicanos dos tipos N-
acetillactosamina e oligomanosideos.

- A SBA é um tetrdmero com quatro subunidades idénticas que apresenta como carboidrato uma
cadeia N-glicana ManSGlIcNAc2 (FIGURA 11, nimero 1), conhecida por ser essencial para a regeneragdo da sua
estrutura tétr_américa funcional. Esta cadeia N-glicana ¢ extensamente exposta, conforme foi proposto por
MASAOKA et al., 1999, cujo trabalho demonstrou que ocorre uma forte afinidade da SBA com a ConA. A ConGF,
por sua vez, mostrou uma interagdo intermediaria com a SBA (em tomo de 500 RU), sugerindo uma interagéo de
intensidade intermediéria com esta cadeia glicana.

A magnitude da interagdo da lectina com a glicoproteina ribonuclease B fixada no sensor chip foi
testada através de eluicdes com trés concentragbes do aglicar a-D-Metil-Manopiranosideo (25, 50 e 100 mM)
(FIGURA 10). Observa-se que, a partir da concentragdo 25 mM, ocorre um substancial aumento da dissociagao,
que aumenta progressivamente com o aumento da concentragdo. O subgréfico apresentado no canto direito da
FIGURA 10 mostra uma relag&o linear positiva de dissociagdo do eluidor utilizado com a lectina. Para este calculo
considerou-se qué 100 mM de eluidor o-D-Metil-Manopiranosidio propiciou 100% de dissociagéo da lectina com a
ribonuclease. A afinidade da lectina pelo eluidor o-D-Metil-Manopiranosideo foi, portanto, mais forte que a
representada pela ribonuclease B da matriz.

Desta forma, através dos resultados dos trés testes apresentados, a lectina ConGF mostrou alta
afinidade especiﬂcé com oligomanosideos, especialmente pelo Man9, (alta afinidade por LTB e SBA) e néo
preferéncia pelo Man5 (baixa afinidade por Taka Diastase). Os resultados sugerem também que as interagges
entre lectinas e glicoproteinas so melhor definidas quando s3o utilizadas metodologias de cinética em tempo real.
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53.3 -~ TERMODINAMICA DE LIGAGAO PARA ANALOGOS DEOXI DO NUCLEO
TRIMANOSIDICO DE OLIGOSSACARIDEOS LIGADOS A ASPARAGINA

] As lectinas de Diocleinae exibem especificidade tanto & manose quanto & glicose, porém
qprésentam afinidades muito maiores para a cadeia ramificada trimanosidica 3,6-di-O-(c-D-manopiranosil)-D-
manose, 0 qual € enconfrado na regido central de todos os carboidratos ligados & asparagina. Este fato também
fol comprovado para a ConGF (item 5.3.1 - TABELA 09).

A microcalorimetria de titulagdo isotermal foi usada para avaliar a termodindmica de algumas
lectinas desta subt}ibo, incluindo a 7ConGF, para uma completa série de analogos monodedxi do ndcleo
trimanosidico (DAM et al., 2000).

j A FIGURA 12 apresenta as estruturas do trimanosideo, dos andlogos dedxi e de um complexo
oligossacaridico biantenario utilizados neste estudo. Os resultados indicaram que todas as lectinas estudadas
possuem epitopos conservados de reconhecimento para o trimanosideo (1), similares aqueles observados para
ConA e'DGL, como foi sugerido por prévios estudos de inibigdo de hemaglutinagdo efetuados por DAM et al.,
1998. Entretanto, a magnitude dos dados termodinémicos diferiram para todas as lectinas estudadas. Estes dados
podem ser comparados na TABELA 10. A explicag&o para estas diferengas nos parametros termodinamicos para
as lectinas de Diocleinae esbarra na extrema conservagdo de suas esfruturas. Esta dificuldade é enfatizada
quando comparou-se os dados da ConA (SANZ-APARICIO ef al., 1997) com os da DGL. Duas mudangas de
aminoacidos resultaram em significativas diferengas nos parametros analisados para os analogos 7, 8 e 9,
sugerindo que mudangas sutis na hidratagdo das duas proteinas ou diferengas em suas energias para transigoes
conformacionais podem ser responsaveis por estas difergngas. Estas observagfes pontuam as dificuldades em
se analizar as diferengas nos parametros termodinamicos em termos de diferengas estruturais.

Os dados da TABELA 10 também demonstraram que a lectina de C. grandifiora
possui um extensivo sitio de ligacdo para o trimanosideo 1 (f'(ﬂ = 47,0 M".10®%) com um
epitopo de reconhecimento similar ac complexo carboidrato biantenario 12 (FIGURA 12), uma
glicana N-ligada que ocorre naturalmente (DAM et al., 1998). As atividades das lectinas de
Diocleinae para este complexo foram diretamente correlacionadas com a liberagdo de histamina de mastocitos
peritoneais de ratos (DAM et al., 1998).

A lectina de C. grandiflora mostrou dispor de um padréo similar de ligagéo para os analogos 2 a 11

simifar aos encontradas para outras lectinas de Diocleinae.



TABELA 09 - Inibicdo da atividade hemaglutinante por agucares e

glicoproteinas

Acticares Concentragao
Minima (mM)'

Glicose NI
Manose B 16,7
D-Glicose-6-P NI
a-D-Metil-Manopiranosideo 8,3
- 1-0-Metil-a-D-Glicopiranosideo 8,3
p-Nitrofenil-B-D-Glicopiranosideo NI
N-Acetil-D-Glicosamina NI
N-Acetil-D-Manosamina NI
Acido Glicurénico NI
Glicoproteinas (ug. mFy
Fetuina tipo I NI
Asialofetuina tipo | NI
Mucina suina 21
Mucina bovina 10
Tiroglobulina suina NI
Tiroglobulina bovina NI
Ovomucoide NI
Albumina humana NI
o-globulina bovina NI
Glicoproteina humana NI
Apotransferina NI
Inibidor de Tripsina NI
Lactotransferina Férrica NI
Lactotransferina Bovina 167

Qutros (ug. mi")
Ribonuclease NI

' Concentracdo minima de agtcar para inibicdo de 1 UH

2 N3o inibiu.
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FIGURA 08 - Andlise da interagdo em tempo real da lectina de sementes de C. grandiflora (ConGF) na
concentragdo de 100 pg/mi* com glicoproteinas imobilizadas, medidas através de ressonancia plasménica de
superficie (RPS). As partes superior e inferior correspondem, respectivamente, as fases de associagdo (tampéo
circulante contendo a lectina) e dissociagéo (tampao sem lectina). RU = unidades de ressonancia, inje¢do de 25
ul, fluxo de 5 pl.mrt.
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FIGURA 09 - Analise da-interagdo em tempo real da lectina de sementes de C. grandiflora (ConGF) na concentragéo de
100 pg/mi* com glicoproteinas imobilizadas, medidas através de ressonancia plasménica de superficie (RPS). As partes
superior e inferior correspondem, respectivamente, as fases de associagdo (tampéo circulante contendo a lectina) e
dissaciagdo (tampdo sem lectina). RU = unidades de ressonancia, inje¢do de 25 pl, fluxo de 5 pl.m-t.
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FIGURA 10 - Cinética de interagdo em tempo real da lectina de sementes de C. grandifiora (ConGF) na
concentracao de 100 ug/mi* com ribonuclease B imobilizada, medidas através de ressonancia plasménica de
superficie (RPS). As partes superior e inferior correspondem, respectivamente, as fases de associagdo (tamp&o
circulante contendo a lectina) e dissociagdo (tampéo sem lecting). A seta indica 0 momento de adigéo de a-D-
Metil-Manopiranosidio, nas concentragdes indicadas. RU = unidades de ressonancia, injegdo de 25 pl de lectina
e agucar, fluxo de 5 ul.m. No sub-gréfico, a porcentagem de dissociagao x concentragdo do eluidor a-D-Metil-
Manopiranosidio.
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Estrutura do Glicopeptideo
u-Man-(1;)2).u.Man-(1 ﬁ;i) |
a-Man-(1-6)%\
a-Man-(1-2) a-Man-{1-3) §-Man-(1->4).B-GlcNAc(1-4)-p-GlcNAc{1-H). Asn
a-Man-{1—=2)-a-Man-{1—-2) =-Man-{1—=>3)
a-Man-(1-6)~_
) E a-Man-{1 —)6]\
e-Man-{1-2); - @-Man-{1—=3) / B-Man-(1—24)-B-GIicNAc-(1—>4) B-GicNAc{1>N)- Asn
i a-Man-{1-2)- a-Man-{1-33)
a-Man-{1-36)
P, o-Man-{1 —>6)\
E-Ran{1-3) 0. Man]-2) B-Man.(1->4).B.GlcNAc-{1->4).B.GlcNAc{1—N)- Asn
a-Man-(1-32)- a-Man-(1->3)
u.-Man-(_1—>8) ~
a-Man-{1—26) ~
a-Man-(1-3) ~ B-Man-{1-4) B-GlcNAc-{1->4)-B-GlcNAc-{1->N}-Asn

a-Man-{1—-2) «-Man-{1-3) /

a-Man-{1-6) \
a-Man-(1-36)
a-Man-(1-3)~" B-Man-(1—4)-B-GlcNAc-(1—24) -p-GlcHAc-(1—>N)-Asn

a-Man-{1-3)~"

FIGURA 11 - Estrutura de glicopeptideos oligomanosidicos.
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FIGURA 12 - Estruturas do trimanosideo (1); analogos deoxi (2-11) e complexo oligossacaridico
biantenario (12).

1) metil-3,6—di-0-(c.—~D-manopiranoil}-c.-D-manopiranosideo;

2) metil - 6 - O — { & — D — manopiranosil ) = 3 - O — ( 2 — deoxi — a — D-manopiranosil}-o—~ D-
manopiranosil;

3) metil - 6 — O = ( @ — D — manopiranosil ) - 3 - 0 - ( 3 - deoxy — o. — D —manopiranosil)—o~D-
manopiranosideo; '

4) metil-6-0O—(c~D-manopiranosil) - 3 - O — ( 4 - deoxy — o = D - manopiranosil ) - o - D -
manopiranosideo;

5) metil-6-0-(c~D-manopiranosil}-3-0- ( 6 — deoxi — o. — D ~ manopiranosil}-c:-D-manopiranosideo;

6) metil - 6 - O — ( 2 — deoxi— a— D— manopiranosil) — 3— O— (a—manopiranosil}- a~manopiranosideo;

7) metil =6 — O = ( 3 - deoxy — oo — D — manopiranosil - 3 — O — ( o—manopiranosil - o — D-
manopiranosideo;

8)metil — 6 - O — ( 4 — deoxi — oo — D — manopiranosil ) — 3 - O - ( o —D-manopiranosil)- a-D-
manopiranosideo;

9) metil - 6 - O - ( 6 — deoxi — o. — D — manopiranosil ) — 3 - O - ( o -D-manopiranosil}- o-D-
manopiranosideo;

10) metil-6—0—(c.—D-manopiranosil}-3-0- ( o. — D — manopiranosil }- 2 — deoxi —o—D-manopiranosideo;
11) metil - 6 — O - ( & — manopiranosil ) — 3 - O - ( @ — D —manopiranosil )- 4 — deoxi ~ o - D —
manopiranosideo;

12) complexo oligossacaridico biantenario com residuos GlcNac terminais.
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TABELA 10 - Parametros termodin&dmicos derivados de ITC para lectinas de Diocleinae em pH 7,2, com o
frimanosideo (1) e analogos dedxi (2-11) (DAM et al., 2000). Os parametros foram calculados segundo a
equagdo: AG = 4H - TAS = RT InK, onde AG, AH e AS representam as mudangas na energia livre, entalpia e
entropia de ligag&o. T = temperatura absoluta € R = 1,98 cal. Mol".K-. No destaque, a lectina em estudo.

K, -AG - AH -TAS
A S (M*.10%) - “(kcal.mol™) {(kcal.mol™) {kcal.mol ")
C. brasiliensis '
1 trimanosideo 36,6 7,6 12,4 4.8
2 a(1-3)2d 17,0 71 11,6 45
3 a(1-3)3d - 6,0 6,6 9,9 3.3
4 0(1-3)4d - 35,0 7.6 11,2 36
5 a(1-3)6d 21,0 7.3 11,6 43
6 a(1-6)2d 14,4 7.1 11,8 47
7 a(1-6)3d 27 6,1 6,9 0,8
8 a(1-6)4d 3,6 6,2 71 0,9
9 a(1-6)6d 3,9 6,3 8,3 2,0
10 Nucleo 2d 11,0 6,9 11,5 46
11 Nicleo 4d 5.1 6,4 11,1 3.0
C. grandiflora :
1 trimanosideo 47,0 ol 13,3 5,6
2 af{1-3)2d 27,0 7.4 11,9 4,5
3 a(1-3)3d 3,9 6,3 9.5 h
40(1-3)4d 43,0 7.7 11,7 4,0
5 a(1-3)6d 37,0 7.6 12,1 45
6 a(1-6)2d 20,0 7,2 12,0 48
7 a(1-6)3d 1,8 5.8 8,8 3,0
8 u(1-6)4d 1,5 5,7 8.4 27
9 a(1-6)6d - 1,4 5,7 8,3 2,6
10 Nicleo 2d 13,4 7,0 11,5 45
11 Nacleo 4d 8,0 6,7 10,4 7 3,7
D. rostrata % o :
1 trimanosideo 34,7 | 7.5 12,8 53
D. guianensis
1 trimanosideo 36,0 KB 76 12,0 44
D. violaceae ' '
1 trimanosideo 93,0 S g 13,7 55
D. virgata |
1 trimanosideo - 35,5 | 7.6 12,4 4,8
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5.4 COMPARACAO DE PERFIS ELETROFORETICOS DE PROTEINAS DE SEMENTES

A obtengdo de perfis protéicos através de eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de
-SDS e 2-mercaptoetanol foi efetuada buscando a comparagéo da base protéica de farinhas de sementes de varias
é:sp'écies, em contraste com C. grandifiora (FIGURA 13). Duas observagbes formam a base do estudo
comparativo de protéinas por meios elétroforéticos. Uma delas ¢ a constatagdo de que os caracteres protéicos
eletroforéticos podem ser usados na delimitagéo de espécies. Ou seja, podemos dizer que um perfil eletroforético
~ de proteinas é “especifico” para a espécie. Outra observagdo é que as espécies mais fortemente relacionadas
apresentam perfis eletroforéticos mais parecidos, possibilitando que relagdes filogenéticas sejam inferidas
(KIMURA & OTA, 1971). Numa comparag&o eletroforética envolvendo a farinha de sementes de C. grandifiora
com algumas espécies da subtribo Diocleinae (Cratylia floribunda e Dioclea virgata) e incluindo Cymbosema sp.
(tribo Phaseoleae)- FIGURA 13-A — e em comparagdo mais especifica, na mesma subtribo Diocleinae, com 0
género Dioclea (D. guianensis; D. rostrata; D. violaceae e D. virgata) — FIGURA 13-B, tornam-se visivel estas
afirmagdes. Na FIGURA i3-A, das 18 bandas possiveis nas 4 espécies, C. grandifiora apresentou 16 (Pogo 03);
Cratylia floribunda apresentou 09 (Pogo 04); Cymbosema sp. apresentou 09 (Pogo 05) e Dioclea virgata
apresentou 10 (Pogo 06). C. grandiflora apresentou mais bandas em comum com D. virgata (10 bandas em
comum), seguido por Cymbosema (08 bandas em comum) e C. floribunda (07 bandas em comum). Nota-se
bandas relativas & presenca de lectina (cadeias o, B e y) na mesma altura da lectina purificada de C. brasiliensis
(pogos 02 e 07). Na FIGURA 13-B, apesar da pouca definicdo do gel, as semelhangas entre os perfis

eletroforéticos das Dioclea estudadas é faciimente visivel.



FIGURA 13-A - Comparagdo da base protéica de sementes de espécies
- da subtribo Diocleinae, através de eletroforese em poliacrilamida, em
presenca de SDS e 2-mercaptostanol. 1 — Marcador molecular; 2e 7 -
ConBr purificada; 3 — Farinha de sementes de Canavalia grandifiora ; 4 -
Farinha de sementes de Cratyfia floribunda; 5 — Farinha de sementes de
Cymbosema sp.; 6 — Farinha de sementes de Dioclea virgata. Marcadores:
A - Albumina bovina (66 kDa); B- Ovoalbumina (45 kDa); C - Gliceraldeido-
3-P (36 kDa); D — Anidrase carbdnica bovina (29 kDa); E - Inibidor Tripsina
Soja (20 kDa); F - Lactalbumina bovina (14,2 kDa).




FIGURA 13-B - Comparagéo da base protéica de sementes de espécies da subtribo Diocleinae
(género Dioclea), através de eletroforese em poliacrilamida, em presenga de SDS e 2-
mercaptoetanol. 1 — Marcador molecular; 2 — Lectina de C. grandifiora purificada; 2 — Farinha de
sementes de C. grandifiora; 3 — Farinha de sementes de Dioclea guianensis; 4 — Farinha de
sementes de Dioclea rostrata; 5 — Farinha de sementes de Dioclea violaceae; 6 — Farinha de
sementes de Dioclea virgata. Marcadores: A — Albumina bovina (66 kDa); B- Ovoalbumina (45
kDa); C - Gliceraldeido-3-P (36 kDa); D — Anidrase carbdnica bovina (29 kDa); E - Inibidor
Tripsina Soja (20 kDa); F - Lactalbumina bovina (14,2 kDa). o



5.5 SEQUENCIA PRIMARIA DE AMINOACIDOS

- A sequéncia pafcial de aminoacidos obtida para a lectina de sementes de Canavalia grandiflora
Benth. & apresentada na FIGURA 14, junto as estruturas de algumas lectinas da subtribo Diocleinae . O
~alinhamento obtido, em si, ja demonstra a alta homologia entre suas sequéncias primérias de aminoacidos.
Percebe-se, também que, apesar de parcial, a sequéncia primaria da ConGF também € extremamente homologa
as outras lectinas désta subtribo. Muitos‘trabalhos:jé citados, demonstram que estas proteinas provavelmente s&o
divergentes de um ancestral comum. Qutro ponto a favor desta hipétese é o fato dos residuos da ConA que
formam os sitios de ligagdo a metais, o sitio de ligacdo a carboidratos e os sitios para ligantes hidrofobicos serem

~ completamente conservados nas estruturas das lectinas de Diocleinae jé conservadas.
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ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSYPHIGIDIKSIRSKSTARWNMQTGKVGTVHISYNSVAKR
ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSYPHIGIDIKS IRSKKTAKWNMOTGKVGTAHISYNSVAKR
ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSYPHIGIDIKDIRSKATARWNMONGKVGTAHISYNSVAKR
ADTIVAVELDTYPNTDIGDPNYQHIGINIKSIRSKATTRWNVODGKVGTAHISYNSVAKR
ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPHIGIDIKSVRSKKTAKWNMONGKVGTAHIIYNSVGKR
ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPHIGIDIKSVRSKKTAKWNMONGKVGTAHIIYNSVDKR
ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPHIGIDIKSVRSKKTAKWNMONGKVGTAHIIYNSVGKR
ADTIVAVELDTYPNTDIGDPNYPHIGIDIKSVRSKKTAKWNMONGKVGTAHIIYNSVGKR
ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPHIGIDIKSVRSKKTAKWNMONGKVGTAHITIYNSVGKR
ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPHIGIDIKSVRSKKTAKWNMONGKVGTAHITYNSVGKR
ADTIVAVELDTYPNTDVGDPSYPHXXXXXXSVRXXXTAKWNMONGKVGTAHISYNSVGKR
SDTIVAVELDTYPNTDIGDPNYPHIGIDINSIRSIKTAEWKMGNEQVGTARXTIYNSVGKI

:****t****:*****:*** * * -k * e % :***.: *kFkk K

LSAVVSYSGSSSTTVSYDVDLNNVLPEWVRVGLSATTGLYKETNTILSWSFTSKLKTNST
LSAVVSYSGSSSTTVSYDVDINNVLPEWVRVGLSATTGLYKETNTILSWSFTSKLKTNST
LSAVVSYTGTSSTTVSYDVDLNNVLPEWVRVGLSATTGLYKQTNTVCPRSFTXXLKTNST
LSAIVSYPGGSSATVSYDVDLNNILPEWVRVGLSASTGLYKETNTILSWSFTSKLKSNST
LSAVVSYPNGDSATVSYDVDLDNVLPEWVRVGLSASTGLYKETNTILSWS FTSKLKSNST
LSAVVSYPNADSATVSYDVDLDNVLPEWVRVGLSASTGLYKETNTILSWSFTSKLKSNST
LSAVVSYPNGDSATVSYDVDLDNVLPEWVRVGLSATTGLYKETNTILSWSFTSKLKSNST
LSAVVSYPNGDSATVSYDVDLDNVLPEWVRVGLSASTGLYKETNTILSWSFTSKLKSNST
LSAVVSYPNGDSATVSYDVDLDNVLPEWVRVGLSASTGLYRETNTILSWSFTSKLKSNST
LSAVVSYPNGDSATVSYDVDLDNVLPEWVRVGLSASTGLYKETNTILSWSFTSKLKSNST
LSAVVSYPNGDSATVSYDVDLDNVLPEWVRVGLSASTGLYKETNTILSWSFTSKLKSNST
LSATIVTYPNGDFATVSHGVDLDNVLPEWVRVGLSGATGLHSQTNTILSWSFTSKLKSNET

***:*:*_. :***:-***:*:**********-:***:.:***: s * Kk k **:*_

ADANSLHFSFNQFSQNPKDLILQGDAFTDSDGNLELTKVSSSGDPQGNSVGRALFYAPVH
ADANSLHFSFNQFSQNPKDLILQSDATTDSDGNLELTKVSSSGDPQGSSVGRALFYAPVH
ADANDLHFSFSQFSQNPKDLILQGDATTDSDGNLSLTRVSSDGSPQGSSVGRALEYAPVH
ADAQSLHFTFNQFSQNPKDLILQGDASTDSDGNLQLTRVS-NGSPQSNSVGRALYYAPVH
HETNALHFMEFNQFSKDQRKDLILQGDATTGTDGNLELTRVSSNGSPQGSSVGRALEYAPVH
HETNALHFMFNQFSKDQKDLILQGDATTGTDGNLELTRVSSNGSPQGSSVGRALEYAPVH
HETNALHFMENQFSKDQKDLILQGDATTGRDGNLELTRVSSNGS PEGSSVGRALFYAPVH
HETNALHFMENQFSKDQKDLILQGDATTGTDGNLELTRVSSNGSPQGSSVGRALFYAPVH
HETNALHFMENQFSKDQKDLILQOGDATTGTDGNLELTRVSSNGS PQGNSVGRALFYAPVH
HETNALHFVFNQFSKDQKDLILQGDATTGTDGNLELTRVSSNGS PQGNSVGRALFYAPVH
HETNALHFMENQFTKDQKDLILQSDATTGTDGNLXXTRVSSNGPSQGSTVGRALFYAPVH

P —— —_

IWESSAVVASFDATFIFLIKSPDHEPADGITFFIANTDTSIPSGSGGRLLGLFPDAN
IWEKSAVVAGFDATFTFLIKSPDRDPADGITFFIANTDTSIPSGSGGRLLGLEFPDAN
IWEKSAVVSSFDATFIFLIKSPDRDPADGITFFIANTDTSIPSGSGGRLLGLEPDAN
VWDKSAVVASFDATFTFLIKSTDSDIADGIAWFIANTDSSIPHGSGGRLLGLFPDAN
IWESSAVVASFEATFTFLIKSPDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLEPDAN
IWESSAVVASFEATFTFLIKSPDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLFPDAN
IWESSAVVASFEATFTFLIKSPDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLEFPDAN
IWESSAVVASFDATFTFLIKSPDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLFPDAN
IWESSAVVASFDATFTFLIKSPDSHPACGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLEPDAN
IWESSAVVASFDATFTFLIKSSDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLEPDAN
IWESSATVAGFDATFXXLIKSPDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLEFPDAN

FIGURA 14 - Alinhamento multiplo das sequéncies de aminoécidos das lectinas da subtribo
Diocleinae. No destaque, a sequéncia de amino&cidos parcial obtida para a lectina de sementes de

Canavalia grandiflora Benth.
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_ PARTE 2
CARACTERIZAGAO GENETICA E MOLECULAR DA
LECTINA E ESTUDOS FILOGENETICOS DE LEGUMINOSAS

5.6 CROMOSSOMOS METAFASICOS DE ESPECIES DE CANAVALIA

A andlise citogenética oferece uma grande contribuicdo & estudos evolutivos j& que os
cromossomos constituem o proprio material genético e suas alteragdes sdo quase sempre significativas para o
- rumo evolutivo da espécie (GUERRA, 1988). A FIGURA 15 apresenta um estudo citogenético referente a
visualizago da me{éfase no ciclo mitotico de algumas espécies do género Canavalia, (C. grandifiora, C. maritima,
C. gladiata, C. boliviana, C. brasiliensis e C. bonariensis) incluindo a espécie em estudo. Observa-se que 0s
éromossomos s&o pequenos e bastante semelhantes morfologicamente, dificultando a elaboragéo de cariétipos. O
nimero de cromossomos € 2n=22 em todas as espécies estudadas.

i A fribo Phaseoleae, com excegdo da subtribo Erythrininae e de alguns outros géneros, €
considerada uma entidade uniforme citologicamente, sendo n = 11, quase que certamente 0 numero
cromossomico basico de todas suas subtribos. A grande maioria das citagdes reportam 2n = 22. As espécies de
Faboideaektropicais apresentam numero cromossémico n = 12, 11 e 10 (GOLDBLATT, 1981).

Os estudos citogenéticos voltados exclusivamente para as leguminosas nativas brasileiras, alem dos
trabalhos de TURNER & IRWIN, 1961 e BANDEL, 1974 séo raros. Os pesquisadores ALVES & CUSTODIO, 1989,
realizaram a contagem do numero cromossomico de 16 espécies de leguminosas coletadas no Estado do Ceara,
Brasil. Das espéciés de Fabaceae estudadas, C. brasiliensis Mart. e C. gladiata (Jacq) DC mostraram o nimero de
cromossomos 2n = 22. :

De acordo com SINHA & RQOY, 1979; a especiagdo das leguminosas deve ter ocorrido
principalmente através de alteragbes estruturais nos cromossomos , como inversdes € mutagdes génicas. A
constancia observada (2n = 22) sugerem que a poliploidia e aneuploidia pareéem ter desempenhado papel pouco

importante na evolugao de géneros especificos.



C. gladiata

18 ) f;
>l
&

£

k]

&

. e
.

C. brasiliensis C. bonariensis

FIGURA 15 — Cromossomos metafésicos de esécies do género Canavalia: C. grandiflora Benth.; C. maritima

(Aubl.) Thouars; C. gladiata (Jacq.) DC; C. boliviana Piper; C. brasiliensis Mart. e C. bonariensis Lindl.
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5.7 CLONAGEM DO GENE ConGF

5.7.1 EXTRAGAO DO DNA GENOMICO

0 reagente CTAB foi testado paré a extragdo do DNA gendmico de C. grandifiora. MURRAY &
THOMPSON, 1980 reportaram que altas concentragdes de sal (NaCl acima de 0,7 M) os &cidos nucléicos formam
um complexo soliivel com o detergente brometo de cetil trietil aménio (CTAB). Ao seguir-se uma redugéo da
concentragdo de sal (abaixo de 0,4 M de NaCl) acorre entdo a precipitagdo do complexo CTAB-acidos nucléicos,
deixando a maioria dos polissacarideos em solugdo. De acordo com SAMBROOK ef al., 1989; a amostra de DNA
gendmico considerada livre de impurezas e proteinas deve mostrar uma razdo entre as leituras de absorbancia
AzsolA2go Superior a 1,75. A razéo obtida para C. grandiflora foi de 2,771/1,730 = 1,60. Esta taxa equivale a 138,5
Hg DNA/mI.

O resultado obtido para esta extragdo foi demonstrado em eletroforese em gel de agarose
apresentada na FIGURA 16. Apesar da razdo de absorbancia obtida, a eletroforese em gel de agarose a 0,8 %
mostrou uma banda (inica de 23.000 pb. Pelos resultados apresentados na FIGURA 16, ndo se observa arrastado
de polissacaridecs e RNA, 0 que demonstra que o método foi efetuado com sucesso para o genoma de C.

grandiflora, sem aparentes degradagtes do DNA gendmico.

5.7.2 AMPLIFICAGAO DO GENE COoNGF EM DNA GENOMICO

Utilizando-se iniciadores especificos para o gene ConBr de Canavalia brasiliensis foi possivel obter
a amplificacdo do gene homoélogo em C. grandifiora , através da metodologia PCR. Na FIGURA 17, nos pogos 6 e
7 observa-se uma banda correspondente a 870 kB correspondente ao gene da lectina de C. brasiliensis (ConBr) e
ao gene da lectina de C. grandiflora (ConGF), respectivamente. As bandas séo resultado do produto amplificado
por PCR, utilizando-se os iniciadores citados, no DNA gendmico correspondente. O controle negativo (pogo 5)
cofresponde a reagéo de amplificagdo utilizando-se agua ao invés de DNA; sem bandas, o que atesta a qualidade
da reagdo. Portanto, ocorre a possibilidade de utilizag&o de iniciadores do gene ConBr para a obtengdo de

produtos de PCR de genes homologos de lectinas em outras espécies da subtribo Diocleinae, devido & alta

SEmmCER——— |
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homologia encontrada nestes genes. Esta possibilidade de utilizagéo de um par de iniciadores comuns, por si s,
_representa uma das caracteristicas moleculares dos genes de lectinas desta subtribo, com a possibilidade de se
tornar tanto um caréter taxondmico utilizével para esta subtribo e possivelmente, extensivel para outras subtribos,
de Phaseoleae (possivelmente Vicieae e Erythrininae (DUARTE, 2001), ou ser viabilizado como uma ferramenta

(til no estudo molecular de lectinas de leguminosas.

5.7.3 AMPLIFICAGAO DO GENE CONGF EM CLONES RECOMBINANTES DE E. COLI

A amplificagdo do gene ConGF, através da metodologia PCR, em clones recombinantes, ocorreu

~com sucesso, da forma idéntica do ocorrido no DNA gendmico, apresentando banda Gnica correspondente a 870

pb, no gel de agarose 0,8%. A FIGURA 17, apresenta a reagdo de amplificacdo de trés clones (pogos 2, 3 e 4),

sendo que deles foi extraido o plasmideo “recombinante” para a reagdo. Dos trés clones testados, aparentemente

positivos, (retirados de coldnias de E. coli brancas) somente um (poco 4) mostrou amplificagdo positiva,
caracterizando a presenga do inserto no plasmideo.

’ O rendimento médio obtido na extragdo de plasmideos foi de 1,014 mg DNA/mI, cerca de 7,3 vezes

a quantidade obtida na extracéo de DNA gendmico.
5.8 ESTRUTURA PRIMARIA PARCIAL DE NUCLEOTIDEOS DA CONGF

A sequencia_priméria parcial do gene ConGF estd apresentada na FIGURA 18. A sequéncia
nucleotidica da ConBr, fai utilizada no alinhamento junto a dois clones sequenciados, chamados ConGF 1 e 2,

cada um com 138 e 126 pb, respectivamente.
Traduzindo-se estes segmentos de DNA e alinhando-os com a ConBR madura, obteve-se a parte

final da cadeia (FIGURA 19, em vermelho). Em azul, no inicio da cadeia, a sequencia parcial de aminoécidos.




FIGURA 16 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% apresentando a
extracdo do DNA gendmico utilizando o reagente CTAB. 1 ¢ 4 -
Marcadores de alto peso molecular (Lambda DNA/Hind Ili - Promega); 2 -
DNA gendmico de Canavalia brasiliensis; 3 — DNA genfmico de
Canavalia grandiflora ; Marcadores: A - 23.130 Kb; B - 9416 Kb; C -
6.557 Kb. .
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FIGURA 17 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% apresentando a
amplificagdo por PCR dos piasmideos recombinantes € DNA gendmico.
1 — Marcador de baixo peso molecular (“Low DNA mass leader’ -
Pharmacia); 2 e 3 - Amplificagdo negativa para clones recombinantes; 4
- Amplificag@o positiva para clone recombinante; 5 — Controle negativo;
8 — Amplifica¢&o positiva em DNA gendmico de Canavalia brasiliensis; 7
- Amplificag&o positiva em DNA gendmico de Canavalia grandifiora; 8 -
Marcador de afto peso molecular (Lambda DNA/Hind [il); Marcadores: A
— 2000 pb; B - 1200 pb; C — 800 pbe D - 400 pb; E - 23.139 Kb, F -
9.416 Kb, G - 6.557 Kb; H - 4.361 Kb. '
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ACAGATGGTAACTTGGAACTCACAAGGGTGTCAAGTA-—~ATGGGAGTCCACAGGGARAGC
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GGCAAGCTTTGAAGCTACCTTTACATTTCTCATAAAATCACCCGACTCTCACCCAGCTGA

CGCTGCTTACARATGCCGATACTATTGTTGCTGTTGAATTGGATACCTATCCCAATACTGA

TATIGGAGATCCAAGTTATCCACACATCGGTATCGATATTARATCTGTTCGCTCCAAGAA

ARCCGGACTTTACAAAGARACCAATACCATTCTCTCATGGTCTTTTACTTCTAAGTTGAA

GACGCAARTGAGATCCCGGACATTGCTACCGTGGTT

FIGURA 18 - Alinhamento mltiplo das sequéncias ;;arciais de nucleotideos obtidas para dois clones (Clone 1 e
Clone 2) do gene ConGF, com a sequéncia de nucleotideos da ConBr. ConBr: 870 pb; Clone1: 138 pb; Clone2:

126 pb.
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FIGURA 19 - Alinhamento muitiplo de sequéncias parciais de amino&cidos obtidas com a cadeia madura da ConBr
(237 aminoacidos). Em azul: sequéncia parcial de aminoécidos: 121 aa (FIGURA 14). Em vermelho: segmentos
que foram deduzidos a partir das sequéncias de DNA dos clones 1 e 2: 78 aa (FIGURA 17). Os asteriscos (¥)
representem identidade total. Os pontos representam identidade parcial - (:) alteracdes de aminoécidos
conservativas € (.) semi-conservativas (de acordo com a matriz de substituictes utilizada pelo CLUSTAL 1.8).



5.9 ESTUDOS FILOGENETICOS DE LECTINAS DE LEGUMINOSAS

5.9.1 ARVORE FILOGENETICA BASEADA EM AMINOACIDOS

o Um estudo baseado na construgdo de arvore filogenética foi efetuado com 70 sequéncias de
amino&cidos de lectinas obtidas no GenBank (TABELA 04), incluindo a sequéncia parcial de aminocidos obtida
para a ConGF. A &rvore filogenética (Neighbor-joining) & apresentada na FIGURA 20. Para interpreté-la, foi
- utilizado um estudo_realizado por PQLHIL & RAVEN, 1981; o qual demonstra as relagges tribais da sub familia
Faboideae (= Papilionoideae) baseado em estudos quimiotaxondmicos, apresentado na FIGURA 21.

) O trago na parte inferior da arvore (0,1) mostra a divergéncia estimada entre as espécies. Quanto
maior a linha definida para cada OTU, maior a divergéncia estimada. Algumas espécies mostraram uma alta
divergéncia, a maior delas foi Abrus precatorius, seguida de Mucuna deeringeana.

Alguns grupos mostram-se bem caracterizados, em parte devido & alta conservagzo das sequéncias
em determinados grupos, em parte também devido & abundancia de sequéncias em certos grupos do que em
outros. O grupo das Diocleinae, na extremidade superior da arvore, € um dos mais definidos '(ver FIGURA 20-B,
em cor vermelho escuro). O grupo maior (em cor rosa) que o envolve, foi considerado como Phaseoleae (contém
17 especies, apesar de abrigar também uma espécie da tribo Genisteae, uma Vicieae e uma Abreage).

Na outra extremidade da arvore, poderiamos definir um grande grupo formado pelo conjunto de trés
tribos: Galegeae - \/iciae — Trifolieae (FIGURA 20, cor azul). Dentro deste grupo, a tribo Vicieae apresenta-se num
subgrupo bem deﬁﬁido, talvez por apresentar um maior nimero de sequéncias; destacando-se 0 género Lathyrus.
As tribos Trifolieae e Galegeae estdo um pouco menos definidas, porém também se encontram separadas. O
trinbmio obtido Galegeae-Vicieae-Trifolieae confere com as relagbes evolutivas obtidas por POLHIL & RAVEN,
1981; (FIGURA 21, cor azul).

O grupo intermediario, no centro da arvore (FIGURA 20-B, em 'amarelo) foi delimitado pelas tribos
Sophoreae e Genisteag, que no estudo quimiotaxondmico, S8 as mais primitivas Fabaceae.

A arvore filogenética de lectinas de leguminosas apresentou muitas incongruéncias, especialmente
com as espécies de Phaseoleae. Porém, estas ocorrem também na maioria dos estudos taxondémicos. Apesar
disso, a arvore filogenética localizou algumas relagGes evolutivas desta sub familia. Foi possivel caracterizar

grupos evolutivamente afins como Galegeae-Vicieae-Trifolieae, Phaseoleae {contendo a sub tribo Diocleinae) e
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Sgphoreae-Genisteae. A grosso modo as lectinas poderiam ser chamadas de marcadores taxondmicos de
leguminosas, ou pelo menos, por enquanto, de algumas tribos ou grupos de tribos.

_ Quanto maior o nimero de sequéncias para um determinado grupo, melhor este se define na arvore
filogenética. Com a crescente acumulagéo de sequéncias de lectinas, ndo seria inviavel esperar que, pelo menos

em alguns anos, seja possivel agrupar quase perfeitamente as leguminosas utilizando-se estas sequéncias.

5.9.2 COMPARAGOES ENTRE SUBSTITUICOES DE NUCLEOTIDEOS SINONIMAS (K) E
NAO SINONIMAS (Kj)

A Com o advento de milhares de sequéncias de amino&cidos e nucleotideos disponiveis para 0s
pesquisadores, os estudos evolutivos de proteinas t&m sido estimulados. No intuito de melhor caracterizar a
evolugdo das lectinas de leguminosas foi efetuado um estudo de comparacdes entre substituigdes sindnimas (Ks)
e néo sinénimas (Ka).

A TABELA 11 apresenta alguns dados obfidos de K, (taxa de substituigies de nucleatideos
sindnimas) e de Ka (taxa de substituicoes de nucleotideos ndo-sinénimas) obtidas para os genes de lectinas de
algumas legbminosas. Para efeito comparativo, adicionou-se alguns dados da literatura (WOLFE et al., 1987) de
taxas para alguns genes obtidos em vegetais. Observa-se que os valores Ks sdo maiores que Ka. Os menores
valores de Ks e Ka ocorreram entre as espécies de Canavalias, cujas variagdes na estrutura priméria de
nucleotideos s&o, conrhecidamente, poucas. Os maiores valores de Ks e Ka ocorreram quando as espécies estdo
mais distanciadas.

Para observar a tendéncia filogenética das mutagdes de nucleotideos sindnimas e ndo sindnimas,
todas as combinagbes bindrias possiveis de Ks ¢ Ka foram plotadas em gréficos. Os resuftados foram
interpretados de acordo com a literatura. Caso a maioria dos pontos se situem acima da fungéo identidade (finha
pontithada) onde R = 1, ou seja, “buscando® o eixo Ka, isto significaria uma tendéncia evolutiva de maior nimero
de mutagGes pontuais de nucleotideos que levam a alteragao de aminoécidos. Caso a maioria dos pontos se situe
abaixo dessa fungdo,- (R <1), temos uma tendéncia evolutiva de alto nimero de mutagbes sindnimas, que néo
levam a alteragGes de aminodcidos. Com base nestes dados, € possivel comparar a tendéncia evolutiva entre
espécies e entre grupos. ——

No grafico da FIGURA 22, cada ponto representa K4/Ks obtido para cada combinagéo binaria de

espécies de leguminosas citadas na TABELA 02. Observa-se que a tendéncia evolutiva, considerando as



sequéncias de leguminosas disponiveis no presente momento no GenBank, que o valor de Ks supera o de Ka na

maioria dos pontos obtidos. O coeficiente angular obtido na reta de regress@o & menor que 1, (0,74). Portanto,
temos uma _tendéncia evolutiva para as lectinas de leguminosas, de maior nimero de substituicbes de
nucleotidéos sindnimos do _que as que levam a alteragdes de amino&cidos. Analisando o grafico percebe-se que a
maioria dos pontos se situam “no interior” do gréfico, variando de 0 a aproximadamente 1,5 (ver TABELA 11); a
‘partir dai, comega uma situagio de maior dispersdo dos pontos. Os pontos mais internos mostram as
cgnipinagées de espécies mais relacionadas entre si, como se segue: as Canavalias entre si, depois entre as
! espécies mais préximas, e entre as mais distantes, aumentando a dispersdo dos pontos.
-0 grafico da FIGURA 23 representa os valores de Kax Ks sobre o grupo Canavalia (C. ensiformis, C.
- brasiliensis e C. gladiata) (entre si e contra as demais espécies). Ve-se que o valor de coeficiente anguiar de
KA/KS foi Ievement—e inferior a0 obtidb para leguminosas (FIGURA 20). A tendéncia é entdo, ainda maior para
mutagGes sindnimas do que para as ndo sindnimas.

/ Buscando ilustrar esta situac&o entre dois grupos distintos, o gréfico da FIGURA 24 traz os dados
relativos @ comparagé@o evolutiva de dois conjuntos de dados: Canavalias (C. ensiformis, C. brasiliensis e C.
gladiata) (entre si e contra todas as demais especies) e Sophoreae (Sophora flavescens, Sophora japonica e
Cladrast)‘s lutea) (entre si e contra todas as demais espécies). Percebe-se que, entre estes grupos ocorreu um
valor de coeficiente angular levemente maior para Ka (0,77) do que para Ks (0,58). Isso equivale dizer que os
valores de Kj entre estes grupos aumentaram em relagdo a Ks, ou seja, na evolugdo de Canavalias x
evolugdo das Sophoreae ocorreram mais alteragdes que levaram a novos aminoacides, do que alteragdes neutras.

Baseado nas definigbes observadas em diversos trabalhos, onde Ka<Ks significa neutralidade e
Ks>Ks significa presééo de selegdo (KIMURA, 1978), poderiamos interpretar os dados obtidos para as lectinas de
leguminosas camo coerentes com a teoria neutralista de Kimura.

ComparagGes dentro de um mesmo gene podem ser efetuadas. Um exemplo interessante seria
comparar as taxas de mutagdes sindnimas e néo sinénimas da cadeia o com os fragmento B e v, buscando

estimar a evolugdo dentro da molécula.
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TABELA 11 - Substituigdes de nucleotideos sindnimas (Ks) e néo-sinnimas (Ka) de espécies vegetais, incluindo

lectinas.
Gene Espécies KAx100 | KSx100

AtpA | Zea mays x Triticum aestivum 1 15,0
) Ervilha x Triticum aestivum 8,0 59,0
_psbH | Zea mays x Triticum aestivum 1,0 20,0
- gapC | Amendoim x tabaco 10 110,0
rbcL Tabaco x petunia 1 8,0
psbA | Tabaco x petunia 0 5,0
lectina | C. ensiformis x C. gladiata 2 1,0
C.ensiformis x C. brasiliensis 0 2
C. ensiformis x S. japonica 49 84
C. ensiformis x Cladrastis lutea 57 40
C.gladiata x C. brasiliensis 0 0
C. gladiata x Sophora japonica 48 84
C. gladiata x C. lutea 38 57
| C.brasiliensis x C. lutea 39 57
C.brasiliensis x S. japonica 49 84
C. lutea x S. japonica 39 79
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FIGURA 22 - Répresentagéo de K#/Ks, indicando todas as combinagdes binarias possiveis entre
as espeécies de leguminosas estudadas (listadas na Tabela 02). A linha pontilhada representa a
funcéo identidade (onde R = 1). O niimero representa o coeficiente angular.
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FIGURA 23 - Representagd@o de Ka e Ks, indicando todas as combinagdes binarias possiveis
entre Canavalia (entre si e contra as demais espécies de leguminosas, listadas na Tabela 02).
~ A linha pontilhada representa a fungéo identidade (onde R = 1). Os numeros representam 0s
coeficientes angulares.
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FIGURA 24 - Representagdo de Kx e Ks, indicando todas as combinagfes binarias possiveis
entre os grupos de Canavalias x Sophoreae (listadas na Tabela 02). A linha pontilhada
- representa a fungdo identidade (onde R = 1). Os numeros representam os coeficientes
angulares.



5.10 RESUMO DOS RESULTADOS

Caracterizag@o bioquimica parcial da lectina de sementes de Canavalia grandifiora

A ConGF foi isolada através de coluna de afinidade de Sephadex G-50, eluida com glicose 0,1 M. Mostrou
trés bandas em eletroforese de gel de poliacrilamida em presenca de SDS e 2-mercaptoetanol: cadeia o e
_ fragmentos (3 e y, anélogos a ConBr.
A ConGF mostrou atividade hemaglutinante com eritrocitos de coelho néo tratados e humano tipo A, tratado
~ com tripsina. A hemaglutinagdo em eritrocitos de coelho foi inibida por manose, o-D-metil-manopiranosideo,
1-0-Metil-a-D-glicopiranosideo e as glicoproteinas: mucina suina e bovina e lactotransferina bovina.
A cinética de ligagdo a glicoproteinas mostrou que ocorre preferéncia da lectina por oligomanosideos,
especialmente por Man9 (alta afinidade por SBA e LTA) e ndo preferéncia por Man5 (baixa afinidade para
taka diastase). -
A composigdo dé amino&cidos revelou alto teor de &cido aspértico, serina e leucina. Ndo se detectou
metionina e cisteina.
A ConGF mostrou identidade imunoldgica total com as Canavalias testadas, parcial com Dioclea rostrata e
-sem reagao com Dioclea guianensis e Vatairea macrocarpa.
A ConGF mostrou padrdes de ligagéo termodindmicos aos analogos monodesoxi do nicleo trimanosidico de
oligossacarideos ligados & asparagina semelhantes aos encontrados para outras lectinas de Diocleinae.
~ Perfis eletroforéticos em presenga de SDS e 2-mercaptostanol revelaram que a farinha de sementes de
Canavalia grandifiora apresentou mais bandas em comum com o género Dioclea do que com Cratylia
floribunda e Cymbosema sp.
A sequéncia parcial de aminoacidos e nucleotideos mostrou alta homologia estrutural com as outras
sequéncias de aminoacidos-de Diocleinae.

Caracterizagdo Genética e Molecular da Lectina e Estudos Filogenéticos de Leguminosas

Dados citogenéticos ndo puderam demostrar diferencas moleculares a nivel cromossomico entre espécies de
Canavalia. O numero cromossémico obtido foi 2n = 22, similar @ maioria das leguminosas.

O reagente CTAB mostrou-se eficiente na extragdo do DNA gendmico apresentando uma banda nica, em gel
de agarose, de 23.000 pb, sem arrastes.

A amplificagdo do gene ConGF em DNA gendmico foi efetuada com iniciadores do gene homégo ConBr de
Canavalia brasiliensis, apresentando uma banda Gnica formada por produtos de PCR, em gel de agarose,
equivalentes a 870 pb. :

A mesma banda foi abtida na reagdo de PCR com plasmideos extraidos por hidrélise alcalina em clones de
Escherichia coli, atestando que ocorreu transformacao das bactérias.

O estudo filogenético feito com 70 sequéncias de aminoéacidos de lectinas do grupo Fabaceae (=
Papilionoideae), apesar de muitas incongruéncias, definiu claramente a subtribo Diocleinae, a tribo Vicieae e
mostrou que alguns grupos evolutivamente afins, como Galegeae-Vicieae-Trifolicae, Phaseoleae e
Sophoreae-Genisteae puderam ser definidos.

O estudo evolutivo envalvendo o calculo das taxas de Ks (taxas de mutagGes sindnimas) e Ka (taxas de
mutagGes nao sindnimas) em sequéncias de nucleotideos de lectinas de leguminosas mostraram que estas
apoiaram a teoria neutralista de Kimura.



Este trabalho procurou caracterizar uma nova lectina (ConGF) da subtribo Diocleinag, isolada

de sementes de Canavalia grandifiora Benth.

g = Os dados obtidos para caracterizagdo bioquimica parcial puderam provar uma alta
= , similaridade, tanto bioquimica (termodindmica de ligag@o com analogos dedxi, cinética
de interagdo com glicoproteinas e outros dados), quanto estrutural (seguéncia
primaria de aminoacidos) com as lectinas do seu referido grupo.
= Dados citogenéticos ndo puderam demostrar diferengas moleculares sob o ponto de
vista citogenético entre espécies de Canavalia.
= O gene ConGF foi clonado em Escherichia coli, com sucesso.
= O estudo filogenetico de lectinas do grupo Fabaceae, definiu claramente a subtribo
-Diocleineas, a tribo Vicieae e alguns grupos evolutivamente afins, como Galegeae-
Vicieae-Trifolieae, Phaseoleae e Sophoreae-Genisteae, cormoborando estudos
~ quimiotaxondmicos citados.
= (O estudo evolutivo envolvendo o calculo das taxas de Ks (taxas de mutagles
sindnimas) e Ka (taxas de mutages nao sindnimas) em sequéncias de nucieotideos
de lectinas de leguminosas mostraram apoio & tearia neutralista de Kimura, ou seja,

nao ¢ possivel notar pressao de sele¢do sobre a molécula, como um todo.
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A D-glucose/D-mannose specific lectin from seeds of Canavalia grandiflora (ConGF) was purified by affinity
chromatography on Sephadex G-50. By SDS-PAGE ConGF yielded three protein bands with apparent
molecular masses of 29-30 kDa (a chain), 16-18 kDa (B fragment) and 12-13 kDa (y fragment), like other
related lectins from the genus Canavalia (Leguminosae). ConGF strongly agglutinates rabbit erythrocytes, has a
high content of ASP and SER. and its N-terminal sequence (30 residues) is highly similar to the sequences of
other related lectins from subtribe Diocleinae.

INTRODUCTION

Lectins are carbohydrate-binding proteins of non-immune origin containing at least one carbohydrate-
binding site. Lectins are widely distributed in Nature and have been found in viruses, microorganisms, plants
and animals. In the plant Kingdom. seeds of legumes such as beans and peas (Leguminosae family) have long
been known 1o be a rich source of these proteins. Legume lectins constitute the best-studied group of plant
lectins and hundreds of them have been isolated and characterized in relation to their chemical,
physicochemical, structural and biological properties. Increasing experimental evidences suggest that seed
lectins in legumes are defense proteins that may protect mature seeds against the attack of predators such as
insects and mammals [1-4]. Indeed, many legume lectins exhibiting different carbohydrate specificities are
insecticidal against important pests of crops. This specific biological activity is of great economic potential
because lectin genes are good candidates to confer insect resistance to genetic engineered transgenic crops.
Therefore. the purification and characterization of lectins from new sources may reveal novel genes with
potentiality to be_used in the génetic improvement of crops. The genus Canavalia (Leguminosae;
Papilionoideae: Phaseoleae: Diocleinae) comprises 51 species of leguminous vines, which are widespread in

Brazil. Guiana. and the Atlantic coastal regions of tropical Central America and Mexico [5]. In this paper we
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re'port the purification and some properties of a new lectin from seeds of Canavalia grandiflora, a leguminous
vine found in the Northeast of Brazil.
MATERIAL AND METHODS = -

Plant material. Seeds of Canavalia grandiflora were collected from plants growing in S3o Benedito, state of
Ceara. Brazil. The botanic. identification of the species was carried out by Dr. Edson Paula Nunes (Depto. de
Biologia. Herbarium Prisco Bezerra-UFC, number 25,326).

Other materials. Human blood was obtained from healthy donors at the Hematology Center of Universidade
~ Federal do Ceara. Rabbit blood was obtained by puncture of the marginal ear vein from healthy animals. Sugars,
acrylamide, bis-acrylamide and other reagents were purchased from Sigma Chemical Company. Sephadex G-50
was purchased from Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden. The other reagents were of analytical grade.

Lectin purification. The whole mature seeds of Canavalia grandiflora were ground to a fine powder in a
coffee grinder and the flour was stirred with 0.15M NaCl (1:10, m/v) for 3 hours at room temperature. The
mixture was centrifuged-at 16,000 g for 20 min at 4 °C and the clear supernatant obtained was applied to a
Sephadex G-30 column (30 x 3 c¢m) equilibrated and eluted (60 mL.h™") with 0.15 M NaCl containing 5 mM
CaCl; and 5 mM MnCl,. After elution of the unbound material in the equilibrium solution, the column was
extensively washed with distilled water and then the lectin was eluted from the gel with 0.1M glucose, pooled,
exhaustix'el}} dialysed against distilled water, freeze-dried and stored at —20 °C until required.
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. The structural studies of the lectin polypeptides was initially carried
out by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) as described by [5] and adapted
for the use of slab gels. consisting of a stacking gel of 3.5 % total acrylamide, pH 6.8, and a main resolving gel
of 15 % total acrylamide. Samples were dissolved in 0.0625M Tris-HCI, pH 6.8 containing 2 % SDS and 5 % 2-
mercaptoethanol and incubated at 100 °C for 5 min. Electrophoresis was carried out at constant voltage (50 V)
and the protein bands were visualized by staining with Coomassie Brilliant Blue R-250.

Hemagglutination and bapten-inhibition assays. Lectin-mediated agglutination*of red blood cells from
humans or animals was determined as described previously [6]. Samples to be tested (200 pL) were assayed in
small test tubes using 2-fold serial dilution in 0.1M Tris-HCL, pH 7.6 containing 0.15M NaCl. A 2 % suspension
of ervthrocyies was added to each tube for a final volume ot 400 pL and the mixture i;lcubated at 37°C for 30
min followed by another 30 min interval at room temperature. The hemagglutination titer (HU mL™") was
recorded as the reciprocal of the highest dilution giving visible agglutination. This concentration was denoted as
containing one hemagglutinating unit (HU) per ml. The carbohydrate-binding specificity of the purified lectin
was assessed by the ability of a series of sugars (D-glucose, D-mannose, D-glucose-6-phosphate, a-methyl-D-
mannopyranoside, a-methyl-D-glucopyranoside, p-nitrophenyl-B-D-glucopyraﬁoside, N-acetyl-D-glucosamine,
N-acetyl-D-mannosamine and D-glucuronic acid) and glycoproteins (fetuin type III, asialofetuin type I, pbrcine

stomach mucin. bovine submaxillary mucin. porcine and bovine thyroglobulins, ovomucoid, human albumin, -
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bovine globulin, human glycoproteins mixture, apo-trarferrin, trypsin inhibitor, human lactotransferrin, bovine
lactotransferin) to inhibit its hemagglutination activity against rabbit erythrocytes. The hapten inhibition tests
were conducted by making 2-fold serial dilutions of sugars (1M) or glycoprotein (1mg.ml™) solutions in 0.15M
NaCl to a final volume of 200 uL. An equal volume of the lectin solution containing 4 HU was added to each
tube and allowed to equilibrate for 30 min. A 2 % suspension of rabbit erythrocytes (400 pL to each tube) was
then added and the mixture incubated for 30 min at 37 °C followed by another 30 min interval at room

temperature. The lowest concentration that inhibited hemagglutination (Minimum Inhibitory Concentration,
MIC) was recorded and used to define the inhibitory potency.

Protein determination. Estimation of protein concentration was carried out by the method of Bradford [8]
using bovine serum albumin (BSA) as standard. The absorbance at 280 nm was also used to determine the
protein content of chromatographic fractions. )
Amino acid compesition. Amino acid and amino sugar composition of C.grandiflora lectin were carried out
with an AlphaPlus (Pharmacia) after sample hydrolysis in sealed, evacuated ampoules at 106°C with 4N HCIl for
4 h (determination of amino sugars) and with 6N HCL for 18 h for amino acid composition.

N-terminal amino acid sequence determinaticn The N-terminal amino acid sequence was determined by

automated Edman degradation [9].

RESULTS AND DISCUSSION

The total saline extract of Cunavalia grandiflora seeds, when submitted to affinity chromatography
on Sephadex G-50 column showed two peaks (Figure 1). Peak I was not retained on the column and did not
show any hemagglutinating activity against rabbit red blood cells. The second one, peak II, was eluted with the
equilibrium solution containing 0.1M D-glucose and exhibited the total hemagglutinating activity. These resuits
show that binding of the lectin present in the crude seed extract to the chromatographic matrix was very
etficient and ille column was not saturated by the amount of protein applied to it. Actually, the cross-linked
dextran Sephadex has been widely used as an affinity gel in the purification of glucose/mannose-specific lectins,
especially those {rom Diocleinae subtribe such as those frc'>m the genera Canavalia, Dioclea and Cratylia [10].

The lectin trom C.grandifiora seeds strongly agglutinated native rabbit erythrocytes (specific
activity = 1.828.6 HU.mgP™"). Human red blood cells (groups A, B and O) were unspecifically agglutinated by
the lectin. but the specilic titres were lower than that obtained with rabbit erythrocytes. The hemagglutinating
activity of ConGF against rabbit erythrocytes was specifically inhibited by the simple sugars D-mannose (MIC
= 16.7 mM). a-methyl-D-mannopyranoside (MIC = 8.3 mM) and a-methyl-D-glucopyranoside (MIC = 8.3
mM). The gi)’céproteins porcine stomach mucin (MIC = 21.0 pg.ml™), bovine submaxillary mucin (MIC = 10.0
ug.ml™") and bovine lactotransferrin (MIC = 167 pg.ml"') also inhibited the hemagglutination of rabbit

ervthrocytes caused by ConGF. These findings are in agreement with those reported previously [11] which have
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showed that C.grandiflora and other related Diocleinae lectins are glucose/mannose specific lectins showing a

much higher affinity for the branched chain trimannoside, 3,6-di-O-(c.-D-mannopyranosyl)-D-mannose, which

is found in the core region of all asparagines-linked carbohydrates [12].
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Figure 1 - Affinity chromatography on
Sephadex G-50 of the crude seed extract from
Canavalia grandiflora seeds. Saline extract
prepared with 0.15M NaCl was applied to the
column equilibrated and eluted with 0.15M NaCl
containing 5 mM CaCl, and MnCl, at a flow rate
of 50 ml.h™". The adsorbed lectin was eluted with
0.1M D-glucose in the equilibrium solution.
Fractions of ImL were collected and assayed for
hemagglutinating  activity using  rabbit
erythrocytes

Figure 2 — SDS-PAGE in the presence of 2-
mercaptoethanol. Lane 1: Molecular mass
standards: A — BSA (66 kDa); B — ovoalbumin (45
kDa); C -  glyceraldehyde -3-phosphate-
dehydrogenase (36 kDa); D — carbonic anhydrase (29
kDa); E — trypsin inhibitor (20 kDa); F - a-
lactalbumin (14.2 kDa); Lanes 2 and 7: purified lectin
from C.brasiliensis (ConBr); Lane 3: seed flour of
C.grandiflora; Lane 4: total extract; Lane 5: Peak II:
Lane 6 - purified lectin from C. grandiflora
(ConGF). a. B. vy = fragments.

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of 2-mercaptoethanol of the purified lectin

from C.grandiflora seeds is shown in Figure 2. The electrophoretic pattern exhibited by the lectin (Figure 2.

lanes 5 and 6) was very similar to that showed by ConBr, the lectin from the related species C.brasiliensis

(Figure 2. lanes 2 and 7). Therefore, the affinity chromatography on Sephadex G-30 of the crude saline extract

from C grandiflora seeds yielded a high purity preparation of ConGF. The SDS-PAGE profile of ConBr

subunit is constituted of three polypeptide bands with apparent molecular masses of 29-30 kDa (o chain). 16-18

kDa (B fragment) and 12-13 kDa (y fragment) [13]. This SDS-PAGE pattern has been found in all

clucose/mannose specifc lectins from Diocleinae legumes (genera Canavalia. Dioclea and Cratylia) purified so
2 P g g p

far such as those from Dioclea grandiflora (DGL) [14]. D.rostrata (DRL) [15], D.virgata (DvirL) [16]. D.

guianensis (DguiL)-[17] and Cratylia floribunda (CFL) [18]. However. in our experimental conditions. we

were not able to observe a separate band for the y fragment of C.grandiflora lectin preparations. as reported for

other related Diocleinae lectins cited above. It is likely that B and y fragments of ConGF ran as a single band in

our medium-crosslinked gels. This electrophoretic behavior has also been observed for the fragments of
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Diéclea lehmanni lectin [19]. Actually, these naturally occurring fragments found in Diocleinae lectins are the
N- (B fragment) and C-terminal (y fragment) halves (residues 1-118 and 119-237, respectively) of the intact, o
chain (residues 1-237). They result from the post-translational processing that occurs upon the lectin

biosynthesis during the seed development [10, 20-21].

Table 1. Amino acid composition of Canavalia grandiflora lectin (Con GF) compared
Vwith the amino acid compositions of other Diocleinae lectins

ConGF DGL CFL
3 Amino acid nmol% residues/mol | residues/mol | residues/mol
Lys 7112 17.9 12 10
His 0.87 21 4 3
Arg 1.23 2.9 7 8
Asx 16.20 384 31 25
Thr 6.85 16.2 18 16
Ser 10.83 24.6 33 _ 28
Glx 7.36 17.4 13 13
Pro 4.52 10.7 11 1
Gly 8.51 20.2 17 30
- Ala 7.62 18.1 18 22
Val 6.21 14.7 16 17
Met - - 1 -
lle 4.98 11.8 14 13
Leu 8.83 20.9 18 16
Tyr 2.01 4.8 7 16
Phe 6.85 16.2 11 8
Trp ND ND 5 5
Cys - - = =

The amino acid composition analysis of C.grandiflora seed lectin showed that the protein is rich in
aspartic acid and serine (Table 1). Methionine and cysteine residues were not detected. This profile is very
similar to the amino acid composition showed by other biocleinae lectins [10] and it is characteristic of most
plant stored seed proteins.

The N-terminal sequence (the first 30 amino acid residues) of C.grandiflora lectin subunit was
determined by automated Edman degradation and showed a high similarity with those from other Diocleinae
lectins (Figure 3). In ConA [22-23], ConBr [24-25], DGL [26] and Dguil. [27], whose three-dimensional
structures have been solved by X-ray crystallography, the carbohydrate-binding site is a shallow depression on
the monomer su‘rface and all of them have the same set of residues that make contact with the sugar: Y12, N14,
L99. Y100. D208 and R228. In addition, the amino acid residues that constitute the metal binding site (E8, D10,
Y12. N14. D19. H24. V32. S34. D208 and R228) are also completely conserved in ConA. ConBr. DGL and
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Dguil [10]. Although the divalent metal ions (Ca®>" and Mn™) do not interact directly with the carbohydrate,
they help to place the amino acid residues of the sugar-binding site in the right position [22-23]. Thus, the
comparative analysis of the first 30 residues at the N-terminal portion of C.grandiflora lectin reported in the
present work as well as sequence information Zor the rest of its polypeptide chain obtained by deduction from
the sequence of cDNA clones coding for this lectin (Grangeiro et al, unpublished results) reveals that all the
amino acid residues that in other Diocleinae lectins (ConA, ConBr, DGL and Dguil) constitute the metal and
the sugar binding sites are completely conserved in ConGF primary structure. Therefore, the complete
conservation of these functional sites explains the recognition of the same set of simple sugars (glucose,
mannose and derivatives) by ConGF, ConA. ConBr, DGL and DguilL. However, it has been showed by
isothermal microcalorimetry that ConGF and related Diocleinae lectins differ in their fine carbohydrate binding
specificities. i.e. they have differential binding specificities for complex type carbohydrates [10, 21]. For
instance. ConA. ConBr. DguiL and DvirL have relatively high affinities for a biantennary complex carbohydrate
with terminal GleNAc residues (GleNAc,Mans) while ConGF, DGL and CFL have significantly lower affinity
values for this complex biantennary carbohydrate. Therefore, the differences observed in the magnitude of the
thermodynamic binding parameters of ConGF and other Diocleinae lectins to complex carbohydrates appear to
be due to differences in non-contact residues.

Structural studies are in progress in our laboratories to elucidate the molecular basis underlying the
eechanisms by which certain mutations along the structure of well conserved Diocleinae lectins cause long
range effects on their thermodynamic binding parameters to complex carbohydrates.

The results presented in this work show that the seeds of Canavalia grandiflora posses a mannose-
specitie lectin with physico-chemical and structural properties similar to léctins ffom Canavalia and related
genera from subtribe Diocleinae. Our results support the hypothesis that plants belonging to subtribe Diocleinae
are a monophyletic group and the presence of homologous lectins could be used as a genetic marker for this
taxon. Furthermore. it seems that during the evolution of-these proteins from a commom ancestor gene, the

unique and complex post-translational processing has been conserved in the Diocleinae species.
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