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RESUMO

O género Acacia, pertence a subfamilia Mimosoideae (Leguminosae), ¢ um dos
mais importantes géneros do ponto de vista ecoldgico podendo adaptar-se a quase todos
os tipos de solo e clima. Dentro deste género foram relatadas varias atividades biologicas
tais como: inibidora da agregacdio plaquetaria, inibigdo potente da atividade da
ciclooxigenase I, adstringente, analgésica, antibacteriana, entre outras. Diversos estudos
sobre lectinas tém sido desenvolvidos na familia das Leguminosas, porém na tribo
Acaciae somente a lectina de Acacia constricta foi investigada. A lectina da fracao das
albuminas de sementes de Acacia farnesiana (AFAL) é capaz de se ligar em coluna de
quitina, onde verifica-se que esta apresenta diferentes graus de interagdo com a quitina
provavelmente devido a particularidade desta lectina de sofrer oligomerizagdo decorrente
do tempo de dissolugdo. Esta lectina ndo € inibida por N-acetilglicosamina nem por 6 a 8
residuos de N-acetilglicosamina, possui um ponto isoelétrico a pH 4,0, um perfil
eletroforético composto por duas bandas de massa molecular aparente de 50 e 29 kDa,
confirmados por espectrometria de massa (MALDI-ToF/MS) onde mostra a forma
monomérica 24,2 kDa e a dimérica com 50,0 kDa, indicando portanto que a AFAL € um
tetrimero composto de subunidades idénticas. Possui um N-terminal com 87,5%
similaridade com Acacia constricta e 62,1% de similaridade com aquela das lectinas de
Phaseolus vulgaris. Os testes de atividade biologica da AFAL mostram que esta lectina
apresenta a capacidade de agregar plaquetas, possui atividade pro-inflamatoria, atua
como agente antinociceptivo. Além disso, os experimentos com fitopatogénos mostram
que ela apresenta capacidade de inibigdo do crescimento de fitobactérias (Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae e Clavibacter michiganensis, michiganensis) € atuagdo sobre

a eclosdo e mobilidade de fitonematoides (Meloidogyne incognitay).



ABSTRACT

The Acacia genus, inserted in the Mimosoideae subfamily, is among the most
important genera through the ecological point of view, possessing the ability to adapt to
almost all kinds of weather and soil. Within this genus many biological activities were
reported, such as: inhibition of platelet aggregation, potent inhibition of ciclooxigenase’s
activity, besides the astringent, analgesic and antibacterial activities, among others.
Several studies about lectins have been developed with Leguminosae family members,
however within the Acacieae tribe, only the Acacia constricta lectin has been
investigated. The lectin of the albumin fraction of Acacia farnesiana seeds (AFAL) is
capable of binding to a chitin column, where is verified the different interaction degrees
presented, probably due to the particularity showed by this lectin in oligomerizing in a
time of dissolution dependent way. This lectin cannot be inhibited by N-
acetylglucosamine or by a carbohydrate comprising 6 to 8 residues of N-
acetylglucosamine; its isoeletric point is at pH 4.0; its eletroforetic pattern shows two
bands with 50 and 29 kDa of apparent molecular mass, confirmed by its mass spectra
(MALDI-ToF/MS), that presented the monomeric form with 24.2 kDa and the dimeric
form with 50.0 kDa, fact that points to the possibility of this lectin being a tetramer with
identical subunits; its N-terminal sequence has 87% of similarity with Acacia constricta
lectin and 62.1% with the one from Phaseolus vulgaris. The biological activities assays
performed with AFAL indicated that this lectin is able to aggregate platelets, has pro-
inflammatory activity and acts as antinociceptive agent. Moreover, the experiments with
phytopathogens demonstrated that it has the ability to inhibit phytobacteria growth
(Xanthomonas ~ axonopodis ~ pv. passiflorae  and  Clavibacter  michiganensis,
michiganensis) and to interfere in the phytonematode’s (Meloidogyne) incognita eclosion

and movement.
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1-INTRODUCAO

1.1 - Consideragdes Gerais

Uma das caracteristicas de quase todas as proteinas é a capacidade de se ligar
especifica e reversivelmente a varias substincias. Lectinas sdo proteinas capazes de
reconhecer e liga-se de forma especifica e reversivel a aglicares estando eles na forma de
mono ou polissacarideo. Esta caracteristica confere eventualmente as lectinas a
capacidade de aglutinarem células e precipitarem polissacarideos ou glicoproteinas.
Algumas lectinas, por serem monovalentes (apresentam um Unico sitio de ligagdo a
carboidrato), ndo possuem a habilidade de aglutinar células e outras, ainda, podem
também apresentar um ou mais sitios que ndo ligam carboidratos, mas expressam outra
atividade biolégica (PEUMANS et al., 2000).

Apesar das lectinas apresentarem a capacidade de aglutinar e precipitar células de
uma forma semelhante a dos anticorpos, elas diferem destes por muitas vezes serem
encontrados em microorganismos, plantas e virus, os quais ndo sdo capazes de uma
resposta imune (CAVADA et al, 2001). Por outro lado, os anticorpos s&o
estruturalmente semelhantes enquanto que as lectinas s@o estruturalmente diferentes.
Geralmente estas proteinas sdo oligoméricas compostas de subunidades com um ou mais
sitios carboidrato ligantes, variam em tamanho, composi¢do de aminoacidos e na sua
estrutura tridimensional, sendo que algumas, ainda, requerem metais para exercerem
atividade (VAN DAMME et al., 1998).

O estudo das lectinas, principalmente o fato delas ligarem-se a carboidratos,
permitiu o refinamento estrutural das mesmas e o desenvolvimento de novas técnicas,
em particular a cristalografia de alta resolu¢do por raios-X, permitindo identificar os
grupos quimicos envolvidos e a forma como os carboidratos interagem com a lectina
(ETZLER, 1998).

No futuro, espera-se um uso maior destas proteinas na medicina e na industria,
com a producdo em larga escala para as mais diversas aplicagdes. Além disso, também

podermos elucidar a fungdo destas nas plantas, animais e microorganismos.



A defini¢do mais utilizada atualmente propde que lectinas sdo proteinas de origem
ndo imune que contém pelo menos um dominio ndo catalitico capaz de ligar-se de
maneira reversivel a mono ou oligossacarideos especificos, podendo ou ndo apresentar

em sua estrutura dominios cataliticos (PEUMANS & VAN DAMME, 1995a, b).

1.2 — Historico.

Lectinas vegetais foram primeiramente descobertas por Stillmark em 1888,
quando ele estudava a toxicidade de Ricinus communis em sua tese de doutorado, €
verificou que ao misturar eritrocitos com o extrato dessa semente esse causava
hemaglutinagio. No entanto, esta atividade ja havia sido observada por Mitchell, antes de
1860 em seu estudo com veneno de cascavel e provavelmente ele foi o primeiro
pesquisador a constatar a atividade de uma lectina. Mais tarde, em 1902, esta atividade
foi confirmada por SIMON FLEXNER & H. NOGUCHY, quando escreveram com mais
detalhes a aglutinagdo (KILPATRICK, 2002).

A primeira defini¢do de lectinas foi proposta por BOYD & SHAPLEIGH (1954)
na qual lectinas sdo proteinas que se ligam reversivelmente a carboidratos, aglutinam
células e/ou precipitam polissacarideos e glicoproteinas. Lectinas sdo proteinas ou
glicoproteinas de origem nfo imune, que se ligam a carboidratos, aglutinam células e/ou
precipitam glicoconjugados (GOLDSTEIN et al., 1980).

Segundo a revisio publicada em 1998 por VAN DAMME er al, Elfstrand,
introduziu pela primeira vez o termo (hemaglutinina) como um nome comum para todas
as proteinas de planta que causavam aglutinagdo de células. O termo lectina (derivado do
latim “legere”, que significa escolher, selecionar) surgiu porque algumas dessas
proteinas exibiam uma clara preferéncia por aglutinar eritrécitos de um grupo sangiiineo
particular do sistema ABO (RENKONEN, 1948; BOYD & REGUERA, 1949).

A tabela 1 apresenta o cronograma dos principais eventos envolvendo o estudo

das lectinas e suas principais aplicagdes, adaptado por SHARON & LIS (2003).



Tabela 1 — Cronograma dos principais eventos envolvendo lectinas*.

Ano Cientistas Eventos
1860 8. W. Mitchell Atividade hemaglutinante em veneno de cascavel.
1888  P. H. Stillmark Atividade hemaglutinante em extratos de Ricinus communis.
1908 K. Landsteiner Hemaglutininas de plantas espécies especificas
1919  J. B. Summer Isolamento e cristalizagdo da Concanavalina A (ConA).
1936  J. B. Summer & S. F. Howell Especificidade por aguicar da ConA.
1948/ K. O. Renkonen Especificidade de lectinas de plantas por diferentes grupos
49 sangiiineos
1952 W. M. Watkins & W. T. ]. Uso de lectinas de plantas para o reconhecimento de agiicares
Morgan de superficie celular
1954  W. C. Boyd & E. Shapley Aglutininas especificas para antigenos sangiiineos
1960  P. C. Nowell Atividade mitogénica da Fitohemaglutinina (PHA)
1963 J. C. Aub Aglutinagio de células cancerosas por WGA
1965 1. J. Goldstein Purificacio da ConA por afinidade e utilizagdo para estudos
estruturais de carboidratos
1970 J. Porath Uso de lectinas para purificacio de glicoproteinas por
afinidade
1972 G. M. Edelman; K. O. Hartman Estrutura primaria e 3-D da ConA
& C. F. Ainsworth
1974  G. Ashwell & A. Morell Funcdo de lectinas animais em endocitose de glicoproteinas
1974 S. Kornfeld; R. C. Hughes; P. Mutantes de células resistentes a lectinas
Stanley
1976 Y. Reisner & N. Sharon Uso de lectinas para fracionamento de linfécitos
1977 1. Ofek, D. Mirelman & N. Fungdes das lectinas bacterianas nas doengas infecciosas
Sharon
1981 Y. Reisner & N. Sharon Uso de lectina de soja no transplante de medula
1983  E.C. Butcher & I. Weissman; S. Lectinas e migragio de linfocitos
D. Rosen
1988 K. Drickamer Identificagio dos dominios de reconhecimento de
carboidratos em lectinas animais
1989  Virios Selectina e suas funcdes nos processos inflamatorias
1997  Assreuy et al., Atividade antiinflamatoria de lectinas.

* Adaptado de SHARON & LIS (2003). LECTINS. Kluwer Academic Publishers, 1-454.
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1.3 — Classificagéo.

PEUMANS & VAN DAMME (1995b), fundamentados na estrutura geral dessas
proteinas, dividiram-nas em: Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas e
Superlectinas, estas estruturas estdo representadas na Figura 1.

Merolectinas consistem de um simples dominio de ligac@o a carboidrato, isto ¢,
sdo0 monovalentes e ndo precipitam glicoconjugados ou aglutinam células;

Hololectinas consistem de dois ou mais dominios idénticos ou muito homologos
que se ligam ao mesmo agucar ou agucares estruturalmente semelhantes, sdo por
defini¢do di ou multivalentes e aglutinam células e/ou precipitam glicoconjugados;

Quimerolectinas sdo proteinas quiméricas consistindo de um ou mais dominios
de ligagdo a carboidrato e de um dominio ndo relacionado a ligagdo com carboidratos que
possui uma atividade enzimatica bem definida ou outra atividade biologica que deve agir
independente do dominio de ligacéo a carboidrato (PEUMANS, ef al., 2000);

Superlectinas constituidas exclusivamente de dois ou mais dominios de ligagdo a

carboidratos que reconhecem estruturalmente agticares ndo relacionados.

Para a classificagdo proposta por HIRABAYASHI (1997) foram escolhidas

poucas familias representativas de lectinas:

Galectinas sdo familias de lectinas presente no citosol de células animal que
compartilham especificidade por galactose. Participam de varios eventos biologicos como
embriogénese, adesdo e proliferagio celular, apoptose, colonizagdo bacteriana e
modulag@o da resposta imune (HUGHES, 2001; LIU ef al., 2002). Possuem uma fungéo
chave em varios estagios patologicos, incluindo doengas auto-imunes, reagdes alérgicas,
inflamagio, aterosclerose e complicagdes diabéticas (PERILLO ef al., 1998; DANGUY
et al., 2002).

Lectinas tipo-C sido proteinas animais dependentes de calcio e carboidratos
ligantes. A atividade carboidrato ligante destas lectinas € baseada na fung@o do dominio

de reconhecimento a carboidrato, estrutura altamente conservada nesta familia. O calcio



ndo esta diretamente envolvido no sitio de ligagdo a carboidrato, mas € essencial para que
a lectina tenha atividade biologica (KILPATRICK, 2002). Fazem parte deste grupo de

lectinas as colectinas, selectinas, lectinas endociticas e lecticans (SHARON & LIS,
2003).

Selectinas (tipo C) lectinas animais presentes na membrana, no endotélio
vascular ¢ em leucdcitos que possuem fungio especifica de adesdo de leucocitos a

células endoteliais através do reconhecimento sialil-Lewis X (IRJALA et al., 2001).

Colectinas (tipo C) tém especificidade por manose e provavelmente estdo
envolvidas na imunidade inata, sdo proteinas soluveis e estdo predominantemente
presentes em animais. Possuem uma unica estrutura com um dominio com
reconhecimento para carboidrato e outro tipo colageno. A deficiéncia destas proteinas
predispde as infecgdes e outras complicagdes como doengas auto-imunes (HOLMSKOV
et al., 2003).

Invertebrados as lectinas estdo presentes praticamente em quase todas as classes
de invertebrados e encontram-se localizadas principalmente na hemolinfa e o6rgédos

sexuais, provavelmente com fungéo de protegdo (KILPATRICK, 2002).

Anexinas sio um grupo de proteinas que tém mostrado uma certa atividade de
ligagdo a glicosaminoglicanos. S3o proteinas reguladoras, transporte vesicular,
endocitose e exocitose (HIRABAYASHI, 1997).

Lectinas da familia das leguminosas consistem de um vasto numero de
representantes, como a ConA. Apesar de, também, frequentemente apresentarem-se
dependentes de ion e cations divalentes, possuem diferentes especificidades a

carboidratos quando comparada as lectinas tipo-C.

Homologos da lectina “ricina” que se diferenciam ou na toxicidade ou na

especificidade de ligagdo a agucares.



Figura 1. Representagdo de merolectina (a), hololectina (b), quimerolectina (c) e
superlectina (d). Figuras obtidas de PDB.



A analise estrutural, permitiu classificar as lectinas de plantas em sete familias de

proteinas, relacionando-as evolutiva e estruturalmente (PEUMANS et al., 2000).

1. Familia de Lectinas de Amaranthaceae.

As Amarantaceae sdo lectinas encontradas em sementes de espécies do gé€nero
Amaranthus, especificas por Gal (1,3) GalNAc, que ndo necessitam de metais para
exercerem a sua atividade, como € o caso da ACA, lectina de Amaranthus caudatus. Sao
proteinas homodiméricas consistindo de subunidades nZo glicosiladas idénticas de
aproximadamente 33 kDa. Basicamente, os protdmeros consistem de dois dominios
homdlogos com estruturas em B-folha tripla (chamados C e N) ligados por uma hélice
curta, sdo inibidas por GalNAc mas exibem uma grande afinidade pelo dissacarideo

antigeno T Gal B(1,3) GalNAc (RINDERLE et al, 1989, TRANSUE et al, 1997,
SHARON & LIS, 2003).

2. Lectinas que se Ligam a Quitina Compostas de Dominios de Heveina.

Proteinas de plantas que possuem pelo menos um dominio de Heveina, definido
como uma unidade estrutural de cerca de 40 residuos de aminoacidos, semelhante a
seqiiéncia da heveina, a proteina isolada do latex da seringueira (Hevea brasiliensis)
(WALJUNO et al., 1975). Todas as lectinas com dominio de heveina ou heveina-like,
consistem de uma cadeia polipeptidica inica de aproximadamente 40-45 aminoacidos,
rica em glicina e contém oito residuos de cisteina que formam quatro pontes dissulfeto
intracadeia. A maioria das lectinas que se ligam a quitina, sdo hololectinas compostas de
peptideos contendo 2, 3, 4 ou 7 dominios de heveina arranjados seqiiencialmente. A
especificidade dessas lectinas confirma que os sitios de ligagdo a carboidrato tém uma
estrutura complexa, mais complementar ao trimero ou ao tetrdmero de GlcNAc, sendo
que a maioria dessas lectinas ndo sdo inibidas por GlcNAc, mas requerem pelo menos o
dimero (ou polimeros maiores) deste agucar. Algumas lectinas quitina ligantes
apresentam sitios de ligagdo multiplos ndo idénticos, como € o caso da WGA, que contém

sitios de alta e baixa afinidade pelo agucar (VAN DAMME et al., 1998).



3. Lectinas do Floema de Cucurbitaceae.

Lectinas que se ligam a quitina, encontradas exclusivamente em exudatos de
floema de Cucurbitaceae, apresentam-se como proteinas diméricas compostas de
subunidades ndo glicosiladas cerca de 25 kDa, como por exemplo, a lectina de Curcubita

pepo (WANG et al., 1994). Todas essas lectinas exibem especificidade para oligbmeros
de GIcNAc (ANATHARAM ef al., 1986).

4. Lectinas Relacionadas a Jacalina.

Lectinas de plantas que sdo relacionadas estruturalmente e evolutivamente a
jacalina, lectina de jaca (Artocarpus integrifolia), especifica por galactose. A familia da
jacalina compreende um subgrupo de lectinas, especifico por galactose e constituidas de
4 protémeros idénticos, cada um deles formado por uma grande cadeia o. € uma pequena
cadeia B (jacalina, outras lectinas de sementes de Arfocarpus e a lectina de sementes de
Maclura pomifera), e outro sub-grupo, especifico por manose (YANG & CZAPLA,
1993). A maioria possui duas ou quatro subunidades n3o glicosiladas de
aproximadamente 150 residuos de aminoacidos. A aglutinina Heltuba de Helianthus
tuberosus compartilha a topologia em B-prisma e o sitio de ligagdo a carboidrato da

jacalina (BOURNE et al., 1999).

5. Lectinas de Monocotiledéneas que se Ligam a Manose.

Sdo lectinas com especificidade restrita por manose, compreendendo espécies das
familias Alliaceae, Amaryllidaceae, Araceae, Bromeliaceae, Iridaceae, Liliaceae e
Orchidaceae. Basicamente se distinguem dois sub-grupos: no primeiro sub-grupo se
incluem as lectinas consistindo de um, dois ou quatro protdmeros de um dominio de 11—
14 kDa e no segundo sub-grupo, lectinas consistindo de um, dois ou quatro protomeros
de dois dominios de cerca de 30 kDa. Por exemplo, a Galanthus nivalis (GNA)
(HESTER et al., 1995) é um homotetrimero com 4 protdmeros de 109 residuos de
aminoacidos ligados ndo covalentemente que consiste de trés subdominios dispostos em
seqiiéncia (I, II, e ITT) cada um forma uma folhaB de quatro segmentos, possui 12 sitios de

ligagdo a manose.
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6. RIP tipo 2 e Lectinas Relacionadas.

Constituem uma familia de quimerolectinas, representada por lectinas das familias
das Euphorbiaceae, Loranthaceae e algumas de Leguminosae (Abrina). A ricina € uma
lectina heterodimérica de 60 kDa, constituida de protémeros que possuem um dominio
N-terminal na cadeia A, com atividade N-glicosidase e, um dominio C-terminal na cadeia
B, com atividade lectinica que estabelece a especificidade de ligagdo a carboidrato, sendo
que os dois dominios se encontram ligados por pontes S-S (BARBIERI, ef al, 1993,
LORD, et al., 1994, SANDVIG & VAN DEURS, 2000). Essas lectinas sdo conhecidas
pela sua potente atividade citotoxica contra animais superiores, alguns insetos, virus de

plantas e fungos, ndo possuindo qualquer efeito sobre bactérias (PEUMANS & VAN
DAMME, 1995; PEUMANS ef al., 2000).

7. Lectinas de Leguminosas

As lectinas encontradas nesta familia de plantas (Leguminoseae), se assemelham
em suas propriedades fisiologicas, embora se diferenciem em suas especificidades a
carboidratos devido a variagdes de aminoacidos envolvidos no sitio de ligagdo a
carboidratos (SHARMA & SUROLIA, 1997). Apresentam um variado e amplo grau de
especificidades e, além das lectinas que se ligam a manose e das lectinas especificas por
manose/maltose, sdo também encontrados todos os outros grupos de lectinas com
especificidades diversas por monossacarideos. Consistem de 2 ou 4 subunidades
(protdmeros) idénticas (homodiméricas) ou diferentes (heterodiméricas) com massa
molecular aparente de 25-30 kDa com cerca de 250 residuos de aminoécidos. Seus
protdmeros podem apresentar-se divididos e ndo divididos formando lectinas de uma
cadeia ou duas cadeias, respectivamente. Freqiientemente sio metaloproteinas onde cada
subunidade contém um ion de Mn*" e um de Ca®', que sio essenciais para a formagdo e
manutengdo do sitio de ligagdo a carboidrato da lectina. Algumas lectinas de leguminosas
s30 N-glicosiladas (SHARON & LIS, 1990; IMBERTY et al., 2000). Em adi¢@o ao sitio
de carboidratos estas lectinas apresentam um sitio hidrofébico que se liga
especificamente a compostos ndo polares como adenina, acido indol acético ou porfirinas
(SHARON & LIS, 2003). A fungdo mais provavel dessas lectinas ¢ a de defesa. Além

disto, estas lectinas também estdo envolvidas no reconhecimento de bactérias fixadoras



10

de nitrogénio com o proposito facilitar a formagio de corddes de infeccdo, a subseqiiente

nodulagio e o estabelecimento de simbiose entre a planta e o microorganismo
(YAMAMOTO, 2001).

1.4. - Estrutura das Lectinas.

As lectinas constituem um grupo de proteinas bastante heterogéneas. Desta
forma, sdo caracterizadas por uma grande diversidade estrutural, podendo diferir em
varios aspectos tais como: composi¢do de aminoacidos, massa molecular aparente,
estrutura ¢ numero de subunidades, estrutura terciaria, e ainda, pelo fato de conterem ou

nio ions metalicos ou cations bivalentes em sua estrutura.

1.4.1. - Quanto a Composi¢do de Aminoacidos (estrutura primaria)

Boa parte do conhecimento da estrutura primaria das lectinas de plantas foi
acumulado na ultima década, através de extensos estudos quimicos, feito em lectinas
isoladas da familia Leguminoseae. Os aspectos comparativos, evolucionarios e
quimiotaxondmicos desses estudos sdo de particular interesse para o entendimento do
significado potencial e funcional das lectinas e suas alteracdes de genes durante o
processo evolutivo (PUSZTAI, 1991).

A comparagdo das seqiiéncias primarias parciais ou completas das lectinas de
origem diversas tem demonstrado uma homologia entre diferentes lectinas. Por exemplo,
a seqiiéncia amino terminal da cadeia B de lectinas a duas cadeias de Vicieae e a uma
cadeia de lectinas de outras tribos de Papilionoideae ou de Caesalpinoideae, comparadas
com a seqiiéncia apropriada de ConA (residuos 123-147), sdo altamente homologas
(STROSBERG ef al., 1986). No entanto, a seqiiéncia primaria da lectina de Parkia
platycephala, uma Mimosoideae, assemelha-se a da jacalina (Artocarpus integrifolia)

(MANN ef al., 2001), mas ndo se assemelha a nenhuma lectina de leguminosa.
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De modo geral, as lectinas caracterizam-se por terem aminoacidos acidos,
principalmente aspartico e glutdmico, e hidroxilados como a serina e treonina e sdo
pobres em aminoacidos sulfurados como metionina e cisteina (SHARON & LIS, 1990).
Este € o caso, por exemplo, da lectina de Canavalia grandiflora, que € rica em
aminoacidos serina e acido aspartico e nfo possui aminoacidos do tipo metionina e
cisteina (CECCATO et al., 2002). Entretanto, excegdes sio encontradas nas lectinas de
gramineas que possuem um alto teor de glicina (23 %) e cisteina (21 %), sendo que os
residuos de cisteina, em sua maioria, estio na forma de cistina (pontes dissulfeto),
estabilizando assim a molécula (KONAMI ez al., 1995; SHARON & LIS, 2003). As
lectinas de solanaceas sdo ricas em hidroxiprolina, serina, glicina e cisteina
(SHOWALTER, 1993). A lectina de Parkia platycephala possui 447 residuos de
aminoacidos, baixo teor de aminoacidos aromaticos, € nfo glicosilada e apresenta seu N-
terminal bloqueado (MANN et al., 2001).

As lectinas de algas marinhas apresentam, geralmente, alto teor de aminoacidos
acidos, baixas concentragdes de aminoacidos basicos e auséncia de aminoacidos

sulfurados (SAMPAIO, 1992; CALVETE et al., 2000).

1.4.2. - Quanto a Massa Molecular

De modo geral, a massa molecular aparente das lectinas varia de 3,5 kDa
(lectina de Crotalaria striala, SIKDAR et al., 1990) a 480 kDa (lectina de rizoma de
Aegopodium podagraria, PEUMANS et al., 1985). Outra caracteristica observavel, e que
reflete diretamente na massa molecular aparente das lectinas, € a presenca de carboidratos
em sua estrutura sendo, portanto, glicoproteinas e, neste caso, o grau de glicosilag@o varia
dentre as espécies (SHARON & LIS, 1989). Algumas lectinas apresentam um contetdo
de até 50 % de carboidratos em sua estrutura como o caso da lectina de Solanum
fuberosum (SHARON & LIS, 2003). Outro exemplo de lectinas glicosiladas sdo as de
sementes de Cassia fistula, a CSL-1 com galactose na sua estrutura, a CLS-2, com

galactose e glicose e a CLS-3, com galactose € manose e que apresentam peso molecular
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aparente de 37,2 kDa, 42,0 kDa e 46,2 kDa, demonstrado através de PAGE-SDS,
respectivamente (ALI et al., 2004).

1.4.3 - Quanto a Estrutura e Numero de Subunidades.

As lectinas podem ser constituidas a partir de associagbes de uma ou mais
subunidades intactas e um ou mais fragmentos. Tais associagdes podem ocorrer
covalentemente via ponte dissulfeto ou ndo, por ligagdes ndo covalentes (OLSNES,
1987).

No entanto, as lectinas podem apresentar diferentes padrdes de associagbes de suas
subunidades dependendo da caracteristica de pH onde se encontram. As seqiéncias de
aminoacidos das lectinas de sementes de Dioclea guianensis e Dioclea grandiflora
diferem por somente nove residuos de aminoacidos. Porém Dioclea guianensis apresenta
equilibrio da forma dimero-tetrdimero abaixo de pH 5,5 e Dioclea grandiflora exibe
exclusivamente a forma tetramérica abaixo do pH 4,5, como mostram suas estruturas
cristalograficas (CALVETE et al., 1999, ROSWASKI ef al., 1998). A lectina de Parkia
platycephala apresenta uma unica cadeia polipeptidica e em condigdes ndo desnaturantes
a pH fisiolégico comporta-se como uma mistura de 70% de dimeros e 30% de tetrdmeros
(CAVADA et al, 1997). As isolectinas de Acacia constricta sdo tetrameéricas com
subunidades idénticas de massa molecular aparente de 34 kDa (GUZMAN-PARTIDA ef
al., 2004).

1.4.4 - Quanto aos Sitios Funcionais das Lectinas

1.4.4.1 - Sitios de Ligagdo a Metais.

Muitas das lectinas de leguminosas estudadas contém ions metalicos (Figura 2)

como parte essencial de sua estrutura nativa e necessitam da presenga de cations
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divalentes ligados ao sitio de ligagdo a carboidratos, para que possam expressar suas
atividades biologicas (WAH ef al., 2001). Estes ions interagem em sitios especificos na
estrutura protéica, viabilizando a formac&o do sitio de liga¢do a carboidratos, conferindo
alto grau de estabilidade estrutural e protegendo a molécula contra a inativagdo
(MOREIRA ef al., 1996; CAVADA et al., 1996).

1.4.4.2 - Sitios de Ligagdo a Carboidratos.

Os sitios de ligagdo a carboidrato estdo sendo melhores estudados a partir das
técnicas de difragdo de raios X, pois podem ser analisados, sobretudo co-cristais
formados por lectinas e seus provaveis carboidratos ligantes.

Existe uma intima relagido entre os sitios de liga¢do a carboidratos e o sitio de
ligacdo a metais (Figura 2). Peptidios de 8 a 11 residuos, obtidos por digestdo da proteina
intacta e apresentando a capacidade de ligagdo a carboidratos, foram isolados a partir de
hidrolisados das lectinas de Bawhinia purpurea (YAMAMOTO et al., 1991), Lotus
tetragonolobus e Ulex europeus (KONANI ef al., 1991). A seqiiéncia de aminoacidos
encontrada nesses peptidios evidenciou uma alta homologia como uma regiio da ConA

que faz parte do sitio de ligagdo a metais.

1.4.43 - Sitios (Cavidade) Hidrofobicos.

Um outro sitio de ligagdo das lectinas, também explorado, é caracterizado por ser
constituido principalmente por aminoéacidos hidrofobicos. Como o proprio nome sugere a
existéncia deste sitio diversifica a natureza da substancia com as quais as lectinas podem
interagir. Segundo LIS & SHARON (1986), trata-se de um tipo de liga¢do que ndo €
inibida por agucares especificos, portanto, a interagdo dos ligantes hidrofobicos com as
lectinas ocorre em sitios de ligagdo diferentes daqueles que ligam os carboidratos (Figura
2). Os aminoacidos que formam a cavidade hidrofobica (Figura 2) das lectinas parecem

ter sido bastante conservados durante a evolugéo.
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Figura 2 — Representacdo dos sitios hidrofobicos (SH), cavidade hidrofobica (CH), sitios
de ligagio a metais (SLM), sitios de ligag¢o a carboidratos (SLC).



15

1.5 — Ocorréncia e Aplicagdo das Lectinas.

Apesar de terem sido encontradas originalmente em plantas, as lectinas ocorrem
em todas as classes e familias de seres vivos, desde bactérias e virus até mamiferos
(LIENER ef al., 1986; ETZELER, 1998).

A maioria ¢ encontrada em sementes especialmente nas leguminosas, onde podem
constituir até 10 % do total das proteinas das sementes, no entanto geralmente se purifica
em torno de 0,1-1 %. A localizagdo das lectinas varia conforme a familia de plantas
(RUDIGER, 1998).

Lectinas isoladas do micélio de fungos também sdo relatadas como importantes
proteinas que participam de processos patogénicos como Rhizoctonia solani (CANDY et
al., 2001). As lectinas estdo envolvidas no processo de adesdo de Corynebacterium
diphtheriae aos seus hospedeiros (COLOMBO ef al., 2001). A planta transgénica
Arabidopsis thaliana, expressando uma lectina manose ligante (GNA) de Galanthus
nivalis, esta sendo investigada quanto a sua capacidade de resisténcia ao nematoide
Meloidogyne incognita (RIPOLL et al., 2003).

Nas gimnospermas foram relatadas a presenga de lectinas em sementes de
Araucaria angustifolia (DATTA et al., 1991) e em folhas de Cycas revoluta (CRRL)
(YAGI et al., 2002). As lectinas isoladas de Araucaria angustifolia (lectina 1 e lectina II)
sdo glicoproteinas com massa molecular aparente de 200 kDa, especificas para agucares
do tipo glicose, manose e seus oligdmeros. A atividade hemaglutinante parece nio ser
dependente da presenga de ions divalentes e aglutinam indistintamente sangue humano
do tipo ABO (DATTA et al., 1991). A lectina de Cycas revoluta apresenta uma massa
molecular aparente de 33 kDa, é monomérica e possui atividade hemaglutinante contra
hemacias de coelho tripsinizadas (YAGI et al., 2002).

Muitas proteinas animais, notavelmente certas citocinas como o Fator de Necrose
Tumoral (TNF), apresentam atividades lectinicas documentadas (CEBO et al., 2002). As
espermadesinas, que sdo lectinas que estdo envolvidas no processo de fertilizagdo animal,
tém sido relatadas em diversas espécies de mamiferos (TEIXEIRA et al, 2001,
ASSREUY et al., 2002).
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Muitas bactérias expressam lectinas, frequentemente de um ou mais tipos com
diferentes especificidades. Em bactérias gram negativas frequentemente as lectinas
encontram-se nas fimbrias e, em raros casos, apresentam-se intracelularmente.

Gragas as suas atividades peculiares, as lectinas tém sido utilizadas em uma série
de sistemas. As lectinas tém se mostrado ferramentas poderosas tanto para propdsitos
analiticos como preparativos em bioquimica, biologia molecular, imunologia e areas
relacionadas. O uso das lectinas em areas clinicas também tem sido bem explorado.

Assim € que as lectinas tém sido utilizadas como suportes em cromatografias de
afinidade ndo so para o isolamento como para a demonstracio da natureza glicoprotéica
de receptores de hormonios, fatores de crescimento, neurotransmissores, imunoglobulinas
e compostos relacionados. A cromatografia de afinidade em coluna de lectina tem sido
utilizada, também, com propoésitos preparativos ndo so de glicoproteinas de membranas
como para separar glicoproteinas que diferem pouco na composi¢do e estrutura de
carboidratos da porgiio glicana. As lectinas tém dado uma colaboragdo sensivel ao
conhecimento da estrutura quimica dos determinantes de grupo sanguineo do sistema
ABO. Assim, estudos de inibigdo por haptenos com as lectinas de Phaseolus limensis e
Vicia craca, especificas para o grupo A e de Lotus tetraganolobus e Anguilla anguilla,
especificas do grupo O, forneceram as primeiras indicagdes de que N-acetil-
galactosamina e L-fucose desempenham um papel importante na especificidade dos
grupos A e O, respectivamente (LIS & SHARON, 1986).

Apesar de ja terem sido descobertas ha mais de um século (1888 por
STILLMARK) e até hoje ndo ter sido estabelecido a fungdo exata destas proteinas dentro
das plantas onde s@o encontradas (CAVADA et al., 2001), as lectinas tém demonstrado
uma diversidade enorme de aplicabilidade em varias areas da ciéncia, quer seja ciéncia
basica ou aplicada.

Uma das maiores contribuicdes das lectinas tem sido no esclarecimento da
estrutura de membranas celulares e subcelulares. Nestes estudos tem-se feito uso,
principalmente, de lectinas marcadas, quer radioativamente, quer com fluoresceina.
Assim, as lectinas de bactérias, virus e animais servem para mediar & interagdo parasita
infecgdo, comunicagdo celular, inflamag@o, desenvolvimento, etc., (CAVADA et al,
2001).
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Lectinas tém ainda sido usadas como ferramentas para o estudo de processos
inflamatorios (ASSREUY ef al., 2003; ALENCAR ef al., 2005), as lectinas de sementes
de Dioclea violacea e de Dioclea grandiflora foram capazes de causar apoptose e
estimulagdo de células T (BARBOSA er al., 2001), a lectina de Erythrina cristagalli
mostrou ser mitogénica para linfocitos humanos (TURTON ef al., 2004).

Uma das primeiras lectinas tipo-C encontradas nos venenos de cobra foi a
Botrocetina, de veneno de Botrops jararaca, que € uma proteina de 31 kDa que promove
aglutinag@o de plaquetas por formar um complexo solivel com o fator de von Willebrand
(vWF) ativando o seu dominio Al, e favorecendo assim a sua interagdo com o receptor
do vWF, a glicoproteina de plaquetas (GP) Ib (BRINKHOUS et al, 1981,
MATSUSHITA et al., 2000). Ja a Botrojaracina da mesma cobra, ¢ uma lectina tipo-C de
27 kDa (MONTEIRO & ZINGALI, 2000), possui um efeito anticoagulante resultante de
dois mecanismos sinérgicos e distintos. A CqLec, lectina de Chenopodium quinona niao
tem qualquer efeito sobre o processo de agregagdo plaquetaria, porém foi capaz de inibir
completamente o crescimento bacteriano sobre culturas de Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae (CAMILLO et al., 2003).

A descoberta das diversas propriedades das lectinas serviu de base para a sua
utilizagdo na biotecnologia e como modelo na formulacio de conceitos basicos na
imunologia. Entre as principais aplica¢gdes encontradas para as lectinas podemos citar,
aplicagbes em quimiotaxonomia vegetal, tipagem sanguinea, tipagem de
microorganismos, estudo de glicoconjugados simples e complexos, produg@o de misseis
biologicos, aplicagdes em parasitologia, efeito inseticida de lectinas vegetais, entre

outros.

1.6 — Lectinas na Subfamilia Mimosoideae.

A subfamilia Mimosoideae, pertencente a familia das Leguminosae, contém

aproximadamente 50 a 60 géneros amplamente distribuidos nas regides tropicais,

subtropicais, temperadas-quentes e temperadas. Esta subfamilia ¢ subdividida em
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diferentes tribos, dentro das quais se encontram os géneros Acacia, Mimosa e Inga
(ELIAS, 1974).

O género Acacia inclui apoximadamente 1350 espécies que sdo encontradas em
regides tropicais e subtropicais, sendo que muitas destas sdo ricas em proteinas, taninos,
aminas e alcaloides, glicosidios cianogénicos, acidos graxos, lipideos, gomas,
aminoacidos ndo protéicos, flavanoides, terpenos e taninos condensados (SIEGLER,
2003). Este género se adapta aos extremos de temperatura e umidade e a solos tropicais.

No Brasil, a espécie Acacia farnesiana também ¢ conhecida popularmente como
coronha sendo utilizada em varias partes do mundo com antispasmodico, afrodisiace,
antiinflamatoria, no combate a diarréia, reumatismo, cincer de estdmago entre outros
(DUKE, 1983).

Extrato metandlico de Acacia farnesiana apresentou cerca de 54,0 % de inibigo
do edema de pata na primeira fase de experimento e, apods trés horas, ocorreu uma
potencializagdo desta atividade para 72,8 % (MECHES, 2004). Extratos aquosos de
Acacia nilota sio capazes de inibir a atividade edematogénica da carragenina, diminuindo
o edema de pata, além de também apresentar efeito antipirético (DAFALLAH & al-
MUSTAFA, 1996).

Algumas espécies de Acacia fazem simbiose com Rhizobium e fungos
micorrizicos, aumentando, portanto a fertilidade do solo (ARIAS ef al., 2004).

A maioria dos estudos sobre lectinas dentro da familia Leguminosae se da em
espécies da tribo Phaseoleae (subfamilia Papilionoideae) e somente alguns trabalhos
estdo sendo realizados com espécies da subfamilia Mimosoideae.

Na subfamilia Mimosoideae somente as lectinas de sementes de Mimosa invisa
(CHANDRIKA & SHAILA, 1987), Parkia speciosa (SUVACHITTANONT &
PEUTPAIBOON, 1992), Parkia javanica (UTARABHAND & AKKAYANONT, 1995),
Parkia platycephala (CAVADA et al., 1997, RAMOS et al, 1999), Parkia pendula
(LOMBARDI et al, 1998), Parkia discolor (CAVADA et al., 2000) e recentemente as
lectinas de Acacia constrita (GUZMAN-PARTIDA et al., 2004) e uma segunda lectina
de sementes de Parkia platycephala (CASTELLON, 2004; ROCHA, 2005).

Somente a lectina de Parkia platycephala apresenta dados sobre sua estrutura na

subfamilia das Mimosoideae e, desta forma, a classificagdo estrutural dessas lectinas
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ainda permanece obscura. Faz-se necessario, para tanto, que novas lectinas desta
subfamilia sejam purificadas e, além disto, para que se possa efetivamente caracterizar
estruturalmente este grupo de lectinas € necessario que se realizem estudos tanto de
seqiéncia, como de cristalografia, para ter um numero expressivo e representativo de
lectinas deste grupo de leguminosas.

As lectinas, particularmente aquelas de sementes de leguminosas, constituem um
grupo de proteinas homologas (40-50 % de identidade na seqiiéncia primaria), que se
ligam seletivamente a residuos de carboidratos, em solugdo ou na superficie de células.
Dessa interacio decorrem iniameros efeitos biologicos, tais como o conhecimento de
certos tipos celulares, resultando em aglutinag@o e/ou ativacdo-inativagdo das células e
macromoléculas, efeitos no sistema imune, na inflamagdo e agdo toxica sobre diversos
organismos, inclusive insetos (GABIUS & GABIUS, 1997). Estudos estruturais visando
a caracterizagio da especificidade de interagdo das lectinas com os diferentes
carboidratos sio fundamentais para o entendimento das diferentes propriedades dessas
proteinas. Varios dessas lectinas apresentam também efeito inibitério contra enzimas
digestivas de mamiferos, além de enzimas que participam da coagulagdo sangiiinea,

resultando dai um potencial efetivo de uso terapéutico destas proteinas.
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2. - ATIVIDADE BIOLOGICA.

2.1 - O processo Inflamatorio.

O processo inflamatério é uma seqiiéncia complexa de eventos que ocorre em
tecidos vascularizados, em resposta a agressdo por agentes lesivos. Esta reagdo tem como
principal objetivo livrar o organismo do agente causador da injuria e também desencadear
processos que tendem a reparagdo do tecido lesado (McGEER & McGEER, 2000). Uma
caracteristica importante deste processo ¢ que, independente da natureza do estimulo, a
resposta inflamatoria segue um padrdo caracteristico, podendo ser observadas
modificagdes discretas no padrdo de respostas, inerentes ao agente etiologico, ao tecide
ou 6rgio lesado e ao estado patologico do hospedeiro (RANG ef al., 2001).

Os fendmenos vasculares observados na resposta inflamatoria caracterizam-se
pelo aumento do fluxo sanguineo para a regido agredida (eritema), com elevagido da
temperatura local (calor). A vasodilatagdo e o aumento da permeabilidade possibilitam
que as substancias do sangue, como células citotoxicas naturais, plaquetas, leucocitos e
macrofagos saiam mais facilmente dos vasos e alcancem a area afetada (LINGEN, 2001).
O aumento do fluxo sanguineo além de remover invasores e células mortas (TORTORA
& GRABOWSKI, 2002) produz sinais e sintomas caracteristicos da inflamag@o: calor,
rubor, edema e dor no local onde ocorreu a injuria (McGEER & McGEER, 2000). A dor
provocada pelo processo inflamatoério pode ser resultado da lesdo das fibras nervosas, da
irritagdo provocada pelas substdncias quimicas ou, ainda, pelo aumento da pressdo
causada pelo edema (TORTORA & GRABOWSKI, 2002). As plaquetas sdo células
necessarias para que ocorra a coagulagdo sangiinea, e também estdo envolvidas na
resposta imune e especialmente na inflamagéo e reparagao tecidual (JR & DANTAS,
2000).

Os mediadores quimicos podem originar-se do plasma, das células ou do tecide
agredido e podem ser divididos em grupos (CONTRAN et al., 2000):

Aminas vasoativas: histamina e serotonina.

Proteases plasmaticas: Sistemas calicreina, complemento (C3a, C5a, C5b-C9),

coagulagdo fibrinolitico.
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Metabolitos do sistema araquiddnico: via ciclooxigenase e lipooxigenase.

Constituintes lisossdmicos.

Radicais livres derivados de oxigénio e nitrogénio.

Fatores ativadores de plaquetas.

Citocininas.

Fatores de crescimento.

Os mediadores quimicos utilizados para causar o processo inflamatério fazem
com que a inflamagio mantenha caracteristicas uniformes mesmo sendo produzida por
diferentes irritantes. Em modelos experimentais, uma das formas mais convencionais
para indugdo de inflamagio ¢ através da inoculagdo de carragenina ou dextrana
(HONMURA et al., 1992).

A carragenina tem sido utilizada como agente inflamatorio desde a década de 60,
por ser um composto que induz uma reagéo inflamatoria aguda envolvendo uma liberagdo
de mediadores que resultam em mudangas na permeabilidade vascular e formag@o de
edema rico em inflitrado neutrofilico (DI ROSA, 1972). E a dextrana causa um edema
osmotico acelular (LO ef al., 1982).

Varios sdo os métodos de avaliagio de inflamagdo: estudos de edema medidos
através de hidroplestimografia, nos quais o volume do edema ¢ calculado pela diferenga
do volume inicial e final, contagem total e diferencial de células inflamatorias
(ALBERTIN, 2001), histopatologicamente, (GREGORINI, 2000), aferigdo da
temperatura, medigdo do fluxo sangiiineo, entre Outros.

Medicamentos provenientes de ervas sio muito importantes para habitantes de
areas rurais para resolver seus problemas de saide. Pesquisas mostram que um vasto
numero de espécies de plantas estd sendo extremamente usado para tratar processos
inflamatorios as quais representam uma importante fonte de compostos com propriedades

antiinflamatorias (MECKS, 2004).
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2.2 - Fisiologia da Nocicepgao e da Dor.

A dor pode ser o primeiro sinal de doengas por ser uma manifestagao utilizada
pelo sistema nervoso central para sinalizar processos lesivos ao organismo, isso
proporciona ao organismo uma adaptagdo que visa preservar a integridade do organismo
(LEVINE, 1998).

Receptores sensoriais que respondem a estimulos intensos nocivos e causam a
sensagdo de dor sio denominados nociceptores (CESARE & McNAUGHTON, 1997
WOOD & PERL, 1999). Os impulsos neurais percebidos pelos nociceptores podem ser
percebidos de uma forma rapida ou lenta, dependendo da fibra que as conduzam
(TORTORA & GRABOWSKI, 2002).

O teste das contor¢des abdominais, em ratos ou camundongos, € realizado com a
injecdio intraperitonial de substancias que causam irritagdo com o acido acético. Este
agente faz com que ocorra a sintese endogena de varios mediadores tais como,
prostaglandina E;, prostaglandina Fa,, bradicinina, fator de necrose tumoral al,
interleucina 1B e interleucina 8 (DARAEDT et al., 1980; DUARTE et al., 1988, HEAPY
et al., 1993, RIBEIRO et al., 2000; TAKAHASHI & PAZ, 1987). O teste de contor¢des
abdominais induzida por acido acético é considerado um teste nociceptivo periférico, ele
é pouco especifico, uma vez que drogas hipotensoras e anti-depressoras do SNC podem
inibir essas contorgdes (PETTIBONE & MULLER, 1989; TAKAHASKI & PAZ, 1987).

No entanto, é util como primeira triagem da avaliagdo de substancias antinociceptivas.

2.3 - Agregacdo Plaquetaria.

Entre as propriedades das plaquetas esta a manutengio da homeostasia, a adesdo a
superficie endotelial danificada, a agregagdo em resposta a uma variedade de estimulos e
a secregio de fatores de coagulagdo, vasoconstrictores e fatores de crescimento apos a sua
ativagdo (http://www.lcfamadas.hpg.ig.com.br).

O processo de formagdo do trombo plaquetario inicia-se com a lesdo endotelial.

Quando ocorre um dano vascular, a matriz colagena e as proteinas subendoteliais ficam
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expostas. E nesse local que os receptores de membrana das plaquetas se ligam, resultando
na adesdo plaquetaria, a primeira etapa do processo de formagéo do trombo plaquetario.
Multiplos agonistas sio gerados nesse momento. Eles induzem a ativagdo plaquetaria,
ocasionando alteragdes nos receptores da glicoproteina (GP) IIb/Illa e levando a um
estado de receptividade a ligagdo do fibrinogénio. Nessa fase, as plaquetas se encontram
definitivamente ativadas. Em seguida, inicia-se o processo de agregagdo plaquetaria, com
a ligagdo miltipla e cruzada do fibrinogénio aos receptores GP IIb/Illa. As causas de
diminuicio da agregagdio plaquetaria podem ser congénitas ou adquiridas
(http://www.diagnosticosdaamerica.com br/exames/agregacao _plaquetaria). Entre as
causas congénitas estio a doenga de von Willebrand, a trombastenia de Glanzmann e a
sindrome de Bernard-Soulier. Todas essas patologias estfo relacionadas a defeitos na fase
de adesdo plaquetaria. As plaquetas aderem a superficies estranhas por meio da ligagdo
das glicoproteinas da sua membrana, tendo como participante indispensavel uma proteina
plasmatica, na verdade um componente do complexo molecular do fator VIII da
coagulagiio chamado fator de von Willebrand (ESMOM, 1995).

O exame é realizado a partir do plasma do paciente em um instrumento fotoptico
denominado agregémetro. O plasma enriquecido de plaquetas € colocado em contato com
agentes agregantes. Ocorre, entdo, a formagdo crescente de grandes agregados
plaquetarios, acompanhados de diminuigio da turbidez da amostra. A mudanga na
densidade Otica ¢ transmitida pelo instrumento, em porcentagem de agregagdo. Os
agentes agregantes normalmente utilizados no teste sao ADP (adenosina difosfato),
colageno, adrenalina, acido araquidénico e ristocetina. A disfungéo plaquetaria podera ser
observada em algumas condigdes clinicas, como insuficiéncia renal e desordens

mieloproliferativas (BAJAR, 2000).
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2.4 - Pragas Causadoras de Doengas de Plantas.

2.4.1 — Bactérias Fitopatogénicas Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae ¢ Clavibacter

michiganensis, michiganensis.

Bactérias fitopatogénicas sdo agentes causadores de numerosas doengas de
plantas, algumas delas de grande significado econémico e social. No Brasil, e em
particular no Estado de Sdo Paulo, verifica-se a ocorréncia de bactérias de varios
importantes géneros, como € O caso de Acidovorax, Agrobacterium, Burkholderia,
Clavibacter, Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas e Xylella.

Dentre estes, adquire especial importdncia algumas espécies do género
Xanthomonas. Por exemplo, cancrose dos citros (Xanthomonas axonopodis pv. citri), o
crestamento bacteriano do feijoeiro (X.axonopodis pv. phaseoli), a podriddo negra das
cruciferas (X.campestris pv. campestris), a mancha oleosa do maracujazeiro (X
campestris pv. passiflorae, Figura 3), a bacteriose dos cereais e gramineas
(X.translucens) e a bacteriose da mandioca (X.axonopodis pv.manihotis), ressaltando que
algumas destas culturas sio consideradas de subsisténcia para populagdes de baixa renda.

Bactérias patogénicas gram-positivas Cavibacter michiganensis michiganensis
(Figura 4) pertencentes a familia Microbacteriaceae, sao patogenos que infectam plantas
de tomateiro e a sua difusdo ocorre através do xilema, causando murcha e cancro, uma
das doencas mais importantes do tomateiro do ponto de vista econdmico ( Bactérias
patogénicas  gram-positivas  Cavibacter michiganensis ~ subsp.  Michiganensis
actinomicetos pertencentes & familia Microbacteriaceae, sdo patogenos que infectam
plantas de tomateiro e a sua difusdo ocorre através do xilema, causando murcha e cancro,
uma das doencas mais importantes do tomateiro do ponto de vista econdmico
(GARTEMANN et al., 2003).
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Figura 3 - Sintomas de mancha bacteriana em folhas de maracujazeiro (Passiflora

spp.) causada por Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (SOUZA & MELET]I, 1997).

Figura 4. - Sintomas da doenga da planta do tomateiro apos a infecgdo com Clavibacter
michiganensis, michiganensis. (A) Murcha bactericida da planta do tomateiro em estadio
avancado. (B) Cancro da haste. (C) Mancha (olho de passaro) no fruto do tomateiro
(indicado pela seta). (D) Visdo microscopica do xilema infectado com C.michiganensis,
michiganensis. Parede do vaso do xilema ja parcialmente destruido pelas enzimas da

bactéria (GARTEMANN et al., 2003).
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2.4.2 — Fitonematdide Meloidogyne incognita.

As perdas causadas na agricultura pelos nematoides formadores de galhas,
Meloidogyne spp, sdo tidos como os mais importantes (CAMPOS, 1992), pois tém ampla
distribui¢io geografica, apresentam enorme gama de hospedeiros e causam grandes
danos as culturas. As plantas afetadas por Meloidogyne spp. tornam-se mais suscetiveis a
outros fitopatogenos (Rhizoctonia solani, Fusarium spp. e Macrophomina phaseolina),
ficam menos resistentes a estresses, especialmente hidricos, ndo respondem
satisfatoriamente as praticas de adubagdo e causam redugdo na notulagdo por Rizobium
(BAKER ef al., 1994; STANGARLIN ef al., 1999). A infecgdo por nematoide da espécie
Meloidogyne spp. causam sérios danos para as plantas tanto na parte aérea como nas
raizes. Os principais danos que se pode observar sdo no tamanho desigual das plantas,
deficiéncias minerais de diversas intensidades, murchamento, desfolhamento, alteragoes
das caracteristicas varietais, consequentemente tem-se uma redugdo na produgdo podendo
muitas vezes causar até a morte da planta (CAMPOS, 1999).

A procura de novas alternativas para controle de nematoide, menos agressiva para
o meio ambiente, é extremamente importante uma vez que, esta praga cada vez mais tem
representado um sério problema para 0s sistemas de produgdo agricola. Uma possivel
alternativa para este controle consiste na utilizagdo de lectinas uma vez que, estas
conseguem reconhecer e ligar-se a carboidratos como N-acetilglicosamina presente na
cuticula destes fitonematoides, bem como na membrana que recobre os ovos, podendo

assim afetar a mobilidade, eclosdo e possivelmente causar a morte dos individuos.
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3 - OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo isolar, purificar, caracterizar e verificar efeitos
biolégicos de uma lectina de sementes de Acacia farnesiana (familia: Leguminosae;

subfamilia: Mimosoideae; tribo: Acacieae).

3.1 - Objetivos Especificos

e Isolar e purificar a lectina de sementes de Acacia farnesiana presente na fragao
albumina, através de métodos cromatograficos;

e (Caracterizar quimica e fisico-quimicamente uma lectina de sementes de Acacia
Jfarnesiana presente na fragio das albuminas;

e Estabelecer a seqiéncia N-terminal das lectinas de sementes de Acacia farnesiana
presente na fragio das albuminas;

e Verificar a atividade antinociceptiva através do modelo de contor¢des abdominais
em camundongos;

e Verificar as atividades pro e antiinflamatoria no modelo de edema de pata em
ratos;

e Verificar a agio da lectina sobre a agregagdo plaquetaria;

e Determinar a atividade da lectina sobre as bactérias (Xanthomonas axonopodis
pv. passiflorae, Clavibacter michiganensis, michiganensis) e nematoides

fitopatogénicos (Meloidogyne incognita).
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Material Vegetal

No presente estudo foram utilizadas sementes quiescentes de Acacia farnesiana
(Figura 5) conhecida popularmente como coronha (Familia: Leguminosae; Subfamilia:
Mimosoideae; Tribo: Acacieae) coletadas na Praia do Pacheco, municipio de Caucaia,
Estado do Ceara. O exemplar taxondmico (excicata) encontra-se depositado no Herbario

Prisco Bezerra do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.

Figura 5. - Ramos de Acacia farnesiana com flores e frutos.
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4.2 — Microorganismos.

Linhagens de bactérias fitopatogénicas gram-negativas, Xanthomonas axonopodis
pv. passiflorae e gram-positivas, Cavibacter michiganensis, michiganensis, utilizadas
neste trabalho foram cultivadas em placa de NA (nutriint agar), enriquecido com peptona
¢ outros nutrientes para o crescimento destas bactérias.

Os nematoides da espécie Meloidogyne incognita foram obtidos de plantas
infectadas e mantidos no laboratério de Quimica Orgénica da Universidade Federal do

Ceara.

4.3 - Animais

Os experimentos envolvendo animais foram desenvolvidos com camundongos
machos, pesando entre 22 e 25 g para testes de atividade antinociceptiva e entre 80 e
150g para os testes de edema de pata. Estes animais foram obtidos do Biotério Central do
Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os experimentos foram
realizados no Laboratorio de Farmacologia dos Canais Ionicos (LAFACI).

Para a realizagio dos testes de atividade hemaglutinante foram utilizados
eritrocitos provenientes de coelhos albinos adultos sadios mantidos no Biotério do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara.

Todos os animais foram mantidos com acesso a ragao e agua ad libitum.

4.4 — Qutros materiais

Acrilamida, N,N-metileno bisacrilamida, albumina sérica bovina, Comassie
Brilliant Blue G ¢ R, enzimas proteoliticas tripsina, papaina, carragenina, carboidratos
simples, complexos € glicoproteinas, proteinas padrdes de eletroforese (marcadores) de

12 a 130 kDa foram obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis, USA.
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Beta-mercaptoetanol e dodecil sulfato de sodio (SDS), foram obtidas da Merk, Darmstad,
Alemanha.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.5 — Tsolamento, Purificagdo e Caracterizagio da Lectina da Fragdo das Albuminas de

Acacia farnesiana.

4.5.1 - Preparo da Farinha de Sementes de Acacia farnesiana.

As sementes quiescentes de Acacia farnesiana foram trituradas em moinho
elétrico do Tipo Willey, acoplado com peneira de 60 mesh, para a obtengdo de uma
farinha fina. O material obtido foi delipidado por lavagens sucessivas com n-hexana e
seco ao ar livre e em seguida estocado em frascos hermeticamente fechados e mantido a

24 °C no BioMol-Lab até utilizag@o.

452 - Extragdio das Proteinas Presentes na Farinha das Sementes de Acacia farnesiana.

As proteinas presentes na farinha de sementes de Acacia farnesiana foram
extraidas com uma solucdo de NaCl 0,5 M; 1:10 (m/v), sob agitagéo constante durante 4
horas 4 temperatura ambiente. A solugdo foi centrifugada a 9.000 x g por 20 minutos a
4 °C. O sobrenadante (extrato protéico) foi filtrado em papel de filtro, submetido a dialise
contra agua (20 trocas) para a separagdo das fragdes das albuminas e globulinas, sendo
que foi armazenada uma aliquota do extrato protéico para a dosagem posterior de
proteinas e ensaios da atividade hemaglutinante, junto com as demais fragbes obtidas. O
residuo da farinha foi submetido a extragdes seqiienciais para obtengdo das glutelinas

4cidas e basicas e das prolaminas, descritas no item 4.5.4. O residuo final foi descartado.
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4.5.3 - Dosagem de Proteinas Soluveis nos Extratos das Sementes de Acacia Jfarnesiana.

Para verificar o teor de proteinas soliiveis nos extratos e nas diferentes fragdes
utilizou-se o método descrito por BRADFORD (1976). Resumidamente, a cada 100 uL
de amostra em diferentes concentragdes, foram adicionados 2,5 mL do reagente de
Bradford. A mistura foi deixada em repouso por dez minutos, € em seguida, fez-se a
leitura da absorbancia a 595 nm em um espectrofotdmetro VIS LKB Novaspec I
(Pharmacia). A concentragdo de proteinas foi determinada a partir de uma curva padréo
obtida usando-se albumina sérica bovina como proteina padréo.

O teor de proteinas soluveis nos eluatos cromatograficos foi analisado em
espectrofotdmetro UV/VIS Genesys 5 (Spectronic) utilizando uma absorbéncia a 280 nm,

comprimento de onda normalmente utilizado para se estimar teores protéicos relativos.

4.5.4 - Fracionamento Protéico do Extrato Total de Acacia farnesiana.

A farinha Acacia farnesiana foi submetida a extragdo, com NaCl 0,5 M sob
agitagdo por trés horas. Apos a extragdo o material foi centrifugado 9.000 x g a 4 °C por
20 minutos. Em seguida, a amostra foi filtrada. O sobrenadante foi dialisado
exaustivamente contra agua e centrifugado, obtendo-se assim, as fracdes das albuminas
(sobrenadante) e globulinas (precipitado). O residuo da farinha foi submetido a uma nova
extragdo com etanol 70 % (1:5) por uma hora e centrifugado nas mesmas condigdes para
a obtengdo da fragio das prolaminas (sobrenadante). A seguir, 0 novo residuo foi extraido
com HCl 0,1 M por uma hora e centrifugado nas condi¢es descritas acima, resultando
na fragio das glutelinas acidas (sobrenadante). Finalmente, o ultimo residuo foi extraido
com NaOH 0,1 M por uma hora, seguido de centrifugagio nas mesmas condiges,
obtendo-se assim as glutelinas basicas. Cada extragio obtida por centrifugagao a 9.000 x
g a4 °C por 20 minutos foi posteriormente dialisada, liofilizada e armazenada em frascos
hermeticamente fechados para posteriores determinagdes. A obtencdo destas fragdes,
através da solubilidade em diferentes solugdes extratoras, seguiu aproximadamente a

metodologia descrita por OSBORNE (1919).
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4.5.5 - Determinagdo da Atividade Hemaglutinante.

A atividade hemaglutinante dos extratos e das diferentes fragdes protéicas foi
realizada de acordo com o método descrito por CAVADA (1980). Sintetizando, as
amostras foram submetidas a dilui¢des duplas seriadas (1:2, 1:4, 1:8, ...) com tris - HCI
0,1 M, pH 7.4, contento NaCl 0,15 M e, a 100 uL de cada diluigéo, foi adicionado igual
volume de uma suspensdo de eritrocitos a 2 % em NaCl 0,15 M. O material foi entdo
incubado a 37 °C por 30 minutos, e quando necessario, por 12 horas e deixado em
repouso a temperatura ambiente por mais 30 minutos, quando, entdo, os titulos de
hemaglutinagdo foram determinados como sendo o inverso da maior diluigdo que € capaz

de apresentar aglutinagdo visivel a olho nu.

4.5.6 - Ensaio de Inibigdo da Atividade Hemaglutinante.

Os ensaios de inibicio da atividade hemaglutinante por agucares simples foram
feitos segundo metodologia descrita por RAMOS (1998).

Inicialmente foram preparadas diluigdes seriadas de cada agucar a partir de
solugdes estoques de 0,1 M em NaCl 0,15 M. Em seguida, foi adicionada a cada tubo
25 uL de solugdo de lectina contendo 4 U.H. O material foi incubado em estufa por 30
minutos a 37 °C e deixado em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados em todos os tubos, 25 pL de uma suspensdo a 2 % de
hemacias de coelho sem tratamento. Procedeu-se nova incubagéo nas mesmas condigdes
anteriores e a determinagio dos titulos de hemaglutinaggo foi feita macroscopicamente e
microscopicamente, utilizando-se como padrdo a atividade hemaglutinante da mesma
solugdo de lectina na auséncia do inibidor. A inibigdo foi determinada como sendo a
menor concentragio de agucar e/ou glicoproteina capaz de inibir uma solugdo de lectina
contendo 4 UH.
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456 - Cromatografia de Afinidade em Coluna de Quitina (Polimero de N-
acetilglicosamina) da Lectina da Frag@o das Albuminas de Sementes de Acacia

farnesiana.

Uma aliquota (5 mg.1 mL" de NaCl 0,5 M) da fragio das albuminas de sementes
Acacia farnesiana foi aplicada em coluna de quitina (v= 10 mL) previamente equilibrada
com solugdo de NaCl 0,5 M. A amostra aplicada foi deixada em contato por 4 horas, a
fim de permitir um tempo maior de interagdo com a coluna. Apos remogdo do material
ndo retido, o material retido (lectina) foi eluido por gravidade com solugdo de glicina
0,1 M, pH 9,0; contendo NaCl 0,15 M, com coleta manual de 2 mL por fracdo e
monitorada a 280 nm. Os picos obtidos foram dialisados (20 trocas) contra agua,
liofilizados e estocados a 5 °C, para serem utilizados posteriormente nas demais

determinagdes.

4.5.7 - Cromatografia de Exclusio Molecular em Coluna de Silica Gel (TSK-GEL
3000SW 0,8 x 30 cm) Acoplada a um Sistema de Alta Performance
(SistemaAKTA) da Lectina da Fragdo das Albuminas de Sementes de Acacia

farnesiana.

A cromatografia de exclusdo molecular foi realizada com 1 mg da lectina da
fracdo das albuminas de Acacia farnesiana (AF AL) proveniente do pico ndo retido (PI) e
do pico retido (PIT) da coluna de quitina. Uma amostra da AFAL (Pico I e II) na
concentragio de 1 mgmL™ diluida com solugio de NaCl 0,5 M. A amostra foi
centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm e o sobrenadante foi submetido a cromatografia
de exclusdo molecular em coluna de silica gel (TSK-GEL3000SW 0,8 mm x 30 cm)
acoplada a um sistema de alta performance (Sistema AKTA). A AFAL foi eluida com a
solugio de equilibrio da coluna, com fluxo constante de 0,5SmL.min" ¢ monitorada a
280 nm.
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4.5.8 - Cromatografia de Troca idnica em Coluna de Amonio Quaternario (Mono Q HR
5/5) Acoplada a um Sistema de Cromatografia de Alta Performance
(SistemaAKTA) da Lectina da Fragdo das Albuminas de Sementes de Acacia

farnesiana.

A fragio das albuminas (1 mg) de sementes de Acacia farnesiana foi submetida a
cromatografia de troca idnica em coluna de amonio quaternario (Mono Q HR 5/5)
acoplada a um sistema de cromatografia de alta performance (Akta System). A amostra
foi dissolvida em 1 mL da solugdo de equilibrio e aplicada na coluna de troca i6nica (1,0
x 1,7 cm) previamente equilibrada com solugdo de tris-HCI, 0,1 M a pH 7,0. Apos
remogdo do material ndo retido através de lavagem com o tamp@o de equilibrio, o pico
retido na coluna e que apresentou atividade hemaglutinante, portanto a lectina, foi eluido
com um fluxo de 1 mL.min" com o tampdo de equilibrio contendo NaCl em um
gradiente linear de 0-1 M. As absorbancias foram monitoradas 280 nm e coletadas
manualmente. O pico obtido foi dialisado exaustivamente contra agua, liofilizado e

estocado a 5° C para analises posteriores.

4.5.9 — Determinagdo da Massa Molecular por Espectrometria de Massa da Lectina da

Fracdo das Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana.

A massa molecular da proteina nativa da fragdo das albuminas de sementes de
Acacia farnesiana foi determinada em espectrometro de massa MALDI-TOF/MS (Matrix
assisted Laser Desorpition Time-Of-Flight Mass Spectrometry) PE Biosystems Voyager
DE-STR operando a 20 kV em modo linear. A matriz utilizada para a ioniza¢do da

amostra foi acido sinapinico.
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4510 - Cromatofocalizacdo em Coluna Mono P HR 5/5 Acoplada a um Sistema de
Cromatografia de Alta Performance (AKTA) da Lectina da Fragdo das

Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana.

A lectina da fragdo das albuminas de sementes de Acacia farnesiana (AF AL)
(1 mg), purificada por troca idnica como descrito anteriormente, foi submetida a
cromatofocalizagdo em coluna Mono P HR 5/5 (1,0 x 17cm) acoplada a um sistema de
cromatografia de alta performance (AKTA System), como tentativa de determinagio do
ponto isoelétrico. Para tanto, a amostra foi dissolvida em 1 mL da solugdo de tris - HCI,
25 mM a pH 7,5 e aplicada na coluna, previamente equilibrada com solugdo de
dissolu¢do da amostra. Apos remogdo do material ndo retido atraves de lavagem com o
tampdo de equilibrio, a lectina foi eluida com um gradiente linear de pH de 7 a 4
utilizando-se pollybuffer 74, com leitura de absorbancia a 280 nm e um fluxo constante

de 1 mL.min".

4511 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS e 2-Mercaptoetanol.

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS ¢
2-mercaptoetanol foram realizados segundo a técnica descrita por LAEMMLI (1971),
adaptada para uso de géis de separagdo em placas. O gel de aplicagio (contendo 3,5 % de
poliacrilamida) foi montado em tampdo tris-HC1 0,5 M, pH 6,8 e SDS a1 %. O gel de
separagdo (contendo 12 % de poliacrilamida) foi montado em tampéao tris-HCI 3 M,
pH 8,8, contendo SDS a 1 %.

As amostras liofilizadas, obtidas das diferentes fragdes protéicas e das diferentes
cromatografias foram submetidas a eletroforese na concentragao de 1 mg.mL'1
dissolvidas em tampdo tris - HCl 0,0625 M, pH 83, contendo SDS a 1%, 2 -
mercaptoetanol 5%, e azul de bromofenol a 0,02% (tampao de amostra) e incubadas a
100° C por 10 minutos. Aplicou-se 10 uL da amostra nos pogos previamente feitos no gel
de aplicagdo e realizou-se a corrida eletroforética a uma corrente constante 40 mA com

voltagem variavel entre 124-150 Volts por um periodo de 4 horas. Ao final da corrida, o
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gel foi corado com Commassie Brilliant Blue R-250 a 0,05%, preparado em uma solugio
de metanol, acido acético e agua (1: 3,5: 8 v/v/v), por um periodo de 12 horas e o excesso
do corante retirado com uma solugio de metanol, acido acético e agua (1 : 3,5 : 8 v/v/v),
permitindo assim a visualizagdo das bandas protéicas. Proteinas de massas moleculares
conhecidas foram utilizadas como padrio para o estabelecimento da massa aparente da

proteina em estudo.

4.5.12 - Cromatografia de Exclusio Molecular (Protein Pack 300SW-Glass) Acoplada a
um Sistema de Cromatografia de Alta Performance (HPLC) da Lectina de

Frag¢do das Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana.

A lectina (AFAL) fragdo das albuminas da farinha de sementes de Acacia
Jarnesiana (1 mg) foi dissolvida em 200 uL de tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4,
contendo CaCl, 0,01 mM, centrifugado a 4.500 x g por 5 minutos para obtengio do 15 uL.
deste sobrenadante foram aplicados na coluna de exclusio molecular (Protein Pack
300SW-Glass, 0.8 x 30 cm) acoplada a um sistema de HPLC, sendo que a coluna foi
previamente equilibrada com o mesmo tampéo de diluigdo. A corrida cromatografica foi

feita em um fluxo constante de 0,1 mL.min"' e monitorada a 280 nm.

4.5.13 - Cromatografia de Fase Reversa em Coluna C;s Acoplada a um Sistema de
Cromatografia de Alta Performance (HPLC) da Lectina da Fragdo das

Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana.

A lectina purificada proveniente da coluna de exclusdo molecular (Protein Pack
300SW-Glass) foi submetida a uma segunda cromatografia usando uma coluna de fase
reversa acoplada ao HPLC. A amostra foi dissolvida em 200 uL de TFA 0,1% (tampao
A) até a completa dissolugdo seguida por clarificagdo usando uma centrifugagdo de 4500
x g por 3 minutos. O sobrenadante foi entéo injetado numa coluna de fase reversa (0.3 x

30 em-p-Bondapack C,g) acoplada a um sistema de HPLC. A eluig8io da proteina foi feita
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usando um gradiente de tampdo B (66,6% de acetonitrila em TFA 0,1%) em um fluxo
constante de 1,0 mL.min™". A corrida cromatografica foi monitorada a 214 nm e a fragio

obtida foi, em seguida, liofilizada.

4.5.14 - Determinagdo do Peso Molecular e Oligomerizagdo da Lectina da Fragdo das
Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana por meio de Cromatografia de

Exclusdo Molecular

Aproximadamente 1 mg da proteina purificada (lectina), obtida depois das
cromatografias de exclusdo molecular (Protein Pack 300SW-Glass) e de fase reversa
acoplada a HPLC, foi repassada na coluna de exclusio molecular em tempos diferentes,
para analisar possivel oligomerizagio tempo dependente da proteina. Para tanto, a
amostra foi dissolvida em 200 puL de tampéo fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,4; 0,01 mM
CaCly) até completar a dissolu¢dio e em seguida separado por centrifugagfo a 4.500 x g
por 5 minutos. Aproximadamente 75 puL do sobrenadante obtido foi recuperado e
incubado a 37° C. Depois deste procedimento, 15 pL da fragio foram aplicados em HPLC
utilizando uma coluna de exclusdo molecular (Protein Pack 300SW-Glass, 0.8x30cm)
previamente equilibrada com o mesmo tampdo de diluigdo. A corrida cromatografica foi
feita com fluxo constante de 0,1 mL min” e monitorada a 280 nm. Este protocolo foi
usado em trés condigdes diferentes de incubagdo da amostra. No primeiro tempo, depois
da centrifugac@o, a amostra foi injetada direto na coluna, seguido das duas outras injegdes

realizadas 90 e 180 minutos apés a centrifugacdo.

4.5.15 - Sequenciamento e Determina¢do do N-Terminal da Lectina (AFAL) da Fragdo

das Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana.

Dois miligramas da lectina purificada da fragdo das albuminas da farinha de
sementes de Acacia farnesiana (AFAL) foram dissolvidos em 200 pL de cloridrato de

guanidina 6 M (Merck, Darmstadt, Germany) contendo 0,4 M de tris-HCl ¢ 2 mM de
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EDTA (pH 8,15). A solugdo de proteina foi deixada em nitrogénio por 15 minutos,
reduzida com 200 pL de DTT 6 M e carboximetilada com acido iodoacético '*C-4cido
iodoacético gelado. Esta solugdo foi incubada no escuro a 37° C por uma hora e aplicada
a uma coluna de Sephadex G25 (0.7 x 12 cm) eluida com tamp@o acido acético 1 M. A
lectina reduzida e carboximetilada (RC-Lec) foi liofilizada e estocada a - 80° C.
Aproximadamente 2 nmols.mL™" da RC-lec foram dissolvidos em 100 pL de solugdo de
acetonitrila (66% de acetonitrila em TFA 0,1%) e a determina¢do do N-terminal foi
conduzida usando um seqiienciador automatico (Applied Biosystem). Os aminoacidos
foram marcados com feniltioidantoina (PTH) e identificados pela comparagdo com o
tempo de retengdio de 20 aminoacidos padrdes. Peptideos contendo '“C-CM-Cys foram
monitorados por detec¢do usando niveis de radioatividade detectada por um contador de

cintilagao liquida (Beckman model L-250).

4.5.16. - Analise de aminoacidos da Fragdo da Lectina das Albuminas de Sementes de

Acacia farnesiana.

A analise da composi¢do de aminoacidos da fragdo das albuminas de sementes de
Acacia farnesiana foi realizada com analisador de aminoacidos Beckman System Gold.

Para tanto, as amostras foram hidrolizadas com HCI 6 M a 110° C por 24 horas e
acondicionados em ampolas lacradas. Apos a hidrolise, a ampola foi aberta e o0 HCI e
fenol evaporados, sob pressdo reduzida, em presenga de NaOH. O hidrolisado foi lavado
com agua grau milli-Q e seco sob pressido reduzida em presenga de pentoxido de fosforo.
Depois de seca, a amostra foi redissolvida em tamp3Zo citrato de sodio pH 2,2, filtrada em
membrana de 0,45 um (Millipore) e submetida ao analisador, previamente padronizado

com padrdes comerciais dos 20 aminoacidos naturais.
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4.6 — Testes de Atividades Biologicas Utilizando a Lectina da Fragdo das Albuminas de

Sementes de Acacia farnesiana (AFAL).

A lectina de AFAL foi testada quanto a capacidade de agregar plaquetas,
atividade pro e antiinflamatoria, na nocicepgido. Também foi verificada a atividade sobre
fitobactérias (Xanthomonas axonopods pv. passiflorae) e Clavibacter michiganensis,

michiganensis) e fitonematoides (Meloidogyne incognita).

4.6.1 - Ensaios de Agregacgdo Plaquetaria Utilizando a Lectina da Fragdo das Albuminas

de Sementes de Acacia farnesiana.

Os ensaios de agregagio plaquetaria tiveram como finalidade verificar se a AFAL
apresenta atividade coagulante. Para verificar esta atividade, amostras de sangue foram
coletadas de voluntarios sadios que ndo consumiram nenhum medicamento a pelo menos
14 dias antes da coleta de sangue. O sangue foi coletado em seringas de polipropileno
estéreis e tranferido imediatamente para tubos de polipropileno estéreis (tipo falcon)
contendo citrato trisodico a 0,38% na solugdo final do tubo. A amostra de sangue foi
entdo centrifugada por 20 minutos a 150 x g para obteng@o do plasma rico em plaquetas
(PRP, platelet-rich plasma), que foi usado dentro das trés primeiras horas do ensaio. Para
a preparagdo das plaquetas lavadas, o PRP foi recentrifugado em presenga de 50 nM de
prostaciclina a 800 x g por 10 minutos para obter o “pellet” plaquetario. O sobrenadante
foi recolhido e o “pellet” suspenso em tampio fisiologico (150 mM de NaCl; 5 mM de
HEPES; 0,55 mM de NaH;PO,4; 7 mM de NaHCO3; 2,7 mM de KCIl; 0,5 mM de MgCl;
5,6 mM de glicose; que foi ajustado com solugdo de fosfato monobasico a pH 7.4) e
diluido para uma contagem de plaqueta de 3x10° plaquetas .mL™”. As plaquetas foram
entdo deixadas em repouso afim de recuperar sua capacidade agregante em presenga de
agentes indutores de agregagdo plaquetaria. A contagem de plaquetas foi feita em um
contador Coulter S Plus (Coulter Eletronics, Hialeah, FL, USA) ou por microscopia de
contraste de fase. A medida da agregag@o plaquetaria foi feita em um agregdmetro de

plaquetas Chrono-log Lumiaggregometer (Chrono-Log Corp, Haverton, PA, USA)
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usando aliquotas de 0,45 mL de plaquetas mantidos a 37° C sob agitagdo constante a 1200

rpm com agitador magnético.

4.6.2 - Modelo Experimental para a Avaliagdo da Atividade Pré-inflamatoria.

A atividade pro-inflamatéria foi realizada com o intuito de avaliar o efeito da
lectina da fragdo das albuminas de sementes de Acacia farnesiana (AFAL) na formagdo

do edema de pata.

462.1 - Teste da Atividade Pro-inflamatoria em Modelo de Edema de Pata Utilizando a

Lectina da Fragdo das Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana.

O volume da pata direita posterior de cada animal foi medido
pletismograficamente antes da injegdo da lectina da fragdo das albuminas de Acacia
farnesiana (AFAL; 0,01; 0,1 e 1 mgkg™), sendo a administragdo desta lectina feita por
via subcutdnea intraplantar injetada na proporgio de 0,1 mL.100" g de peso corporal
(solucdo em salina estéril), recebendo o controle negativo somente salina estéril. Os
volumes das patas foram medidos 30 min, 1, 2, 3 e 4 h apds a administragdo da AFAL. O
edema foi calculado como a diferenca entre o volume de liquido deslocado pelas patas
em um determinado tempo apds o estimulo e antes do estimulo (tempo zero). O calculo
da area sob a curva (ASC) também foi realizado usando o método do trapézio
(LANDUCCI et al., 1995). Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias e
comparados aqueles obtidos das patas dos animais que foram injetados somente com

salina estéril (controle negativo).
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4.6.3 — Modelo Experimental para Avaliagio da Atividade Antiedematogénica.

A atividade antiedematogénica foi realizada com a finalidade de avaliar o efeito
da lectina da fra¢do das albuminas sobre a formagdo de edema de pata induzido por

carragenina e dextrana.

4.6.3.1 — Teste de Atividade Antiinflamatoria em Modelo de Edema de Pata Utilizando a

Lectina da Fragdo das Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana

Para a avaliagdo da atividade antiedematogénica da lectina sobre o edema de pata
induzido por estimulos inflamatérios classicos (carragenina e dextrana), a AFAL foi
administrada, em solugdo, nas doses de 0,01; 0,1 e 1 mgkg ™ por via endovenosa 30 min
antes da injegdo subcutanea intraplantar destes agentes flogisticos. O controle positivo de
edema foi o grupo administrado com carragenina ou dextrana subcutdnea e o controle

negativo, foi o grupo de animais tratados com salina endovenosamente e subcutanea.

4.6.4 — Modelo Experimental para Avaliagio da Atividade Antinocicpetiva Utilizando a

Lectina da Frag@o das Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana.

O teste da atividade antinociceptiva teve como finalidade avaliar o efeito da
lectina da fragdo das albuminas de sementes de Acacia farnesiana (AFAL) sobre as

contor¢des abdominais induzidas com acido acético.
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4.6.4.1 - Teste das Contorgdes Abdominais Induzidas por Acido Acético.

O teste das contor¢bes abdominais induzidas por acido acético é capaz de
determinar a atividade antinociceptiva periférica. Para tanto, a metodologia utilizada
seguiu 0 modelo proposto por VANDER-WENDE & MARGOLIN (1956) para ratos, €
modificada por KOSTER ez al., 1959, para camundongos. As contor¢des abdominais
foram induzidas por administragdo intraperitonial de 0,1 mL de acido acético 1 % (v/v)
para cada 10 g de peso corporal. Em seguida foi feita a contagem do numero de
contor¢des durante 20 min, sendo iniciada a contagem 10 min apos a inje¢do do acido.
Meia hora antes da avaliagdo, os animais do grupo controle receberam salina estéril
endovenosamente e os animais do grupo tratado receberam doses diferentes da lectina da
fragio das albuminas de Acacia farnesiana (0,1 mgKg'; 1 mgKg' e 10 mgKgh)

endovenosamente.

4.7 —Atividade antibacteriana (Xanthomonas axonopodis pv passiflorae, Clavibacter
michiganensis, michiganensis) e antinemato6ide (Meloydogine incognita) da Lectina

da Frag@o das Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana (AFAL).

Estes testes de atividade biologica tiveram como finalidade avaliar o efeito da
AFAL sobre as fitobactérias, Xanthomonas axonopodis pv passiflorae, Clavibacter
michiganensis, michiganensis e fitonematoides, Meloydogine incognita, objetivando o
posterior uso desta proteina como agente ao combate a estas pragas que causam grandes

danos a agricultura.
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4.7.1 - Atividade Antibacteriana da Lectina da Fragdo das Albuminas de Sementes de
Acacia farnesiana Sobre Xanthomonas axonopodis pv passiflorae, Clavibacter

michiganensis, michiganensis.

Para determinar a atividade antibacteriana de Xanthomonas axonopodis pv
passiflorae, Clavibacter michiganensis, michiganensis foi utilizado a metodologia
descrita por OLIVEIRA et al., (2002). As linhagens de bactérias foram cultivadas em
placa de NA (nutriint agar), enriquecido com peptona e demais nutrientes para o
crescimento das bactérias e, apos o tempo de incubag@o, amostras das bactérias crescidas
em meio NA foram coletadas e suspensas em tampdo fosfato 0,01 M, pH 7,4, em
presenca de peptona a 1%. Aliquotas da suspensdo bacteriana foram ajustadas até uma
concentragio mie de 10° UFC.ml™, ajustando a absorbancia da solugdo mae em A650 nm
= 0,3 unidade de absorbancia. Observagdo (1cc em unidade inglesas = 1 mL no sistema
internacional). Esta suspensdo inicial previamente ajustada foi entdo diluida a uma
concentragdo bacteriana de 1 x 10° UFC.mL™ (concentragdo final) que foi usada para
incubagdo com a lectina na concentracdo de 150 pg, previamente diluidas em salina
0,15 M, seguido entfio de incubagdo de 20 a 30 minutos. Apods este periodo, cerca de
250 pL desta suspensdo foi entdo aplicada sobre placas de Petri em NA e entdo procedeu-
se a uma incubago em estufa a 37 °C durante 48 h, sendo que foram feitas repeti¢des
com n variando de 8 a 12. As amostras foram posteriormente analisadas em microscopia

de varredura descrita no item 7.4.3.

472 - Imbigdo da Atividade Antibacteriana da Lectina da Fragdo das Albuminas de
Sementes de Acacia farnesiana Sobre Fitobactérias Xanthomonas axonopodis pv

passiflorae, Clavibacter michiganensis, michiganensis com Diferentes Aglcares.

Os testes de inibigdo da atividade antibacteriana foram feitos com diferentes
agucares (glicose, galactose, manose, N-acetilglicosamina, arabinose, rafinose e frutose) e
tiveram como finalidade avaliar a reversdo da atividade da AFAL sobre fitobactérias

Xanthomonas axonopodis pv passiflorae, Clavibacter michiganensis, michiganensis. Para
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isso foi utilizado uma aliquota da suspensdo bacteriana diluidas a uma concentragdo de
10° CFUmL™ e incubadas com a lectina ja tratada com agucares (100 mM) por 30
minutos. Apos o tempo decorrido da incubagfio, 100 pl de cada tratamento foram
espalhados nas placas contendo 20 mL de meio NA. Os experimentos foram realizados
com 5 repetigdes. As placas preparadas foram incubadas em condi¢des de escuro a 28 °C,
por 48 a 72 horas e analisadas posteriormente por contagem das coldnias de bactérias. As

concentragdes minimas foram estimadas como descrito por HULTMARK et al., (1982).

473 — Analise por Microscopia eletronica de varredura da Atividade da Lectina da
Fracdo das Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana Sobre Fitobactérias
Xanthomonas  axonopodis pv  passiflorae, Clavibacter —michiganensis,

michiganensis.

Para verificar a atividade da lectina sobre as bactérias Xanthomonas axonopodis
pv passiflorae, Clavibacter michiganensis, michiganensis, utilizou-se a microscopia
eletronica de varredura. As amostras foram examinadas apos o tempo de incubagdo das
bactérias com ou sem proteinas. Apds o tempo de incubagfo as amostras de bactérias
foram fixadas a 4 °C em 0,1 M de tampdo cacodilato, pH 7,4, contendo 2,5 % de
glutaraldeido por 12 horas para serem preparadas em microscopia eletronica de
varredura. As amostras de bactérias fixadas foram colocadas em filtros de policarbonato
(tamanho de poro: 1 um, Millipore) “lavadas” com tampdo de cacodilato 0,1 M e
desidratadas com solugdes crescentes de etanol. As amostras foram entio cobertas com
uma fina pelicula de ouro usando um ES5200 Autosputter coater. As analises de
microscopia eletrdnica de varredura foram feitas usando microscopio eletronico de

varredura Cambridge Stereoscan S240.
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4.7.4 - Obtengdo e Manutengdo de Nematoides do Segundo Estadio (J2) de Meloidogyne

Incognita

Raizes infectadas (com galhas) por Meloidogyne incognita foram colhidas,
lavadas e colocadas em papel toalha para retirar o excesso de agua. As galhas foram
seccionadas e delas se extrairam os ovos do nematéide pela técnica de HUSSEY &
BARKER (1973). Para facilitar a visualizagdo desses ovos nos testes subseqiientes, estes
foram distribuidos em tubos de 50 mL, que foram centrifugados a 420 g
(aproximadamente 1400 rpm) por 5 minutos. Apods centrifugagio, o sobrenadante foi
eliminado e o precipitado ressuspenso em solugdo de sacarose 1 M, e posteriormente
centrifugado a 420 g por 60 segundos. O novo sobrenadante obtido foi cuidadosamente
vertido em peneira de 0,025 mm para a reten¢do dos ovos. Estes foram quantificados em
microscopio de objetiva invertida para utilizagdo nos testes subseqiientes (JENKINS,
1993).

Céamaras de eclosdo foram preparadas empregando-se placas de Petri de 4,5 cm de
didmetro, colocando-se nelas peneiras formadas por tecido poliéster com abertura de
0,025 a 0,030 mm fixado em anéis de PVC de 40 mm x 10 mm. Em cada cdmara
adicionou-se 5 mL da suspensdo de ovos. Os nematoides juvenis do estadio 2 (J2)
eclodidos que migrarem para a placa foram retirados diariamente. A seguir, as peneiras
com os ovos foram novamente colocadas em outra placa de Petri com agua recentemente
colhida. Os J2, assim obtidos, foram empregados nos testes com as diferentes solugdes

contendo a lectina da fragdo albumina de sementes de Acacia farnesiana (AFAL).

4.7.5 — Ensaios in vitro da A¢do da Lectina da Fragdo das Albuminas de Sementes de
Acacia farnesiana (AFAL) Sobre a Eclosdo dos ovos e Mobilidade de

Nematoides da Espécie Meloidogyne incognita.

Nestes ensaios foi avaliado o efeito in vitro da lectina na eclosdo e mobilidade de
fitonematoides do segundo estadio juvenil (J2) da espécie Meloidogyne incognita. Para

tanto, foram realizados ensaios diferenciados para avaliar o efeito da AFAL na eclosdo e
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mobilidade de Meloidogyne incognita. Foram utilizados nematéides no estadio de ovo, e
juvenis de segundo estadio (J2). Estes foram incubados com solugdes da proteina (em
NaCl 0,15 M) na concentra¢dao de 100, 200 e 300 ug.mL™" na avaliagio de inibigdo de
mobilidade e para os ensaios de inibigdo da eclosdo foi usada a concentragio Unica de
500 pg.mL™".

Com relagio a eclosdo dos ovos, os experimentos foram avaliados de 24 em 24
horas, por meio da quantificagdo da porcentagem de juvenis do segundo estagio (J2)
eclodidos. Conforme o material-teste foi retirado da camara de eclos@o para avaliagdo dos
J2 eclodidos, novo volume do mesmo material foi novamente colocado na camara de
eclosdo para a proxima avaliagdo. Foi calculada a porcentagem de J2 eclodidos cada 24
horas durante 4 dias de incubag@o da massa de ovos nos diferentes tratamentos em prova.

Ja no que se refere a mobilidade dos J2, esta foi avaliada de acordo com a técnica
proposta por HUANG ef al. (1983). Para tanto, foram colocados (em pequenos vidros
1 mL da solugdo NaCl 0,15 M com nematoides eclodidos nas ultimas 24 horas) em
contato com cada um dos tratamentos em prova (concentragdes da lectina). Transcorridas
24 horas de contato, procedeu-se a contagem, quando se quantificou como imoéveis
aqueles que permanecessem com o corpo completamente distendido, em proporgdo ao
total de J2 observados. A avaliagdo da mobilidade foi realizada 24 e 48 horas apos a

exposi¢do dos J2 aos diferentes tratamentos.

4.7.6 - Analise Estatistica da Atividade da Lectina da Fragdo das Albuminas de Sementes
de Acacia farnesiana Sobre Fitopatogenos Xanthomonas axonopodis pv

passiflorae, Clavibacter michiganensis, michiganensis e Meloidogyne incognita.

A analise estatistica dos testes com as fitobactérias comprova a veracidade dos
dados. Todos os resultados dos ensaios com bactérias foram expressos como média e
desvio padrdo apos a analise de todas as repetigdes (n=5), sendo realizadas analises de
variancia para analisar as diferengas. O teste de Dunnett’s foi utilizado para comparar os

diferentes grupos, com limite de confianga de 5%.
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Os diferentes ensaios com os fitopatogenos Meloidogyne incognita foram
estabelecidos com um arranjo dos tratamentos dentro de delineamentos inteiramente
casualizados com quatro repetigdes. Os dados obtidos foram submetidos 4 anélise de
variancia, e na comparagdo das médias de tratamentos foi utilizado o teste de Tukey a 5%
de probabilidade. As analises estatisticas foram processadas pelo programa
computacional SANEST (ZONTA & MACHADO, 1984).
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5 - RESULTADOS

5.1 - Teor de Proteinas Soluveis e Atividade Hemaglutinante nas Fragdes Protéicas de

Acacia farnesiana.

Os resultados da dosagem de proteinas soliveis, atividade hemaglutinante e
atividade especifica testadas frente eritrocitos de coelho das fragSes protéicas da farinha
de sementes de Acacia farnesiana estio apresentados na Tabela 2.

As fragBes protéicas da farinha das sementes de Acacia farnesiana apresentaram
atividade hemaglutinante contra hemacias de coelho tratadas ou n3o com as enzimas
proteoliticas, com excecdo da fragdo das glutelinas basicas que ndo apresentou atividade
hemaglutinante com nenhuma destas hemacias. A fragdo das globulinas apresentou o
mais elevado teor de proteinas soliveis (mgP.gF") e a fragdo das prolaminas a maior
atividade especifica (unidades de hemaglutinagdo por miligrama de proteina, UH.mgP™),

porém apresentou um baixo teor de proteinas soliiveis.

Tabela 2 - Teor de Proteinas Soliveis e Atividade Hemaglutinante nas Fracdes Protéicas

de Acacia farnesiana.

Fragbes Proteinas Atividade hemaglutinant e (UH.gF")  UH.mgP™*

(mgP.gF') Hemacias Hemacias Hemacias

normais  papainizadas tripsinizadas

Albuminas 55 640 640 640 116,36
Globulinas 5,9 640 640 640 108,47
Glut. acidas 4,2 640 640 640 152,38
Glut. basicas 0,5 - = = =
Prolaminas 0,5 640 640 640 1280,00

*Atividade hemaglutinante especifica (UH.mgP™)
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5.2 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida 12% em Presenca de SDS e B-
Mercaptoetanol.

Para analisar o perfil protéico de cada fragdo e a massa molecular aparente e
assim dar inicio ao processo de purificagdo da (s) lectina (s), utilizamos a PAGE-SDS.

As fragdes protéicas de Acacia farnesiana, quando submetidas 2 eletroforese em
gel de poliacrilamida em presenga de SDS e B-mercaptoetanol, mostraram um perfil
protéico muito semelhante com uma banda que predomina em todas as fragdes com
massa molecular aparente em torno de 50 kDa (Figura 6). Além disto, a fragdo das
albuminas apresentou mais duas bandas bem evidentes, uma com massa molecular
aparente de aproximadamente 35,0 kDa e outra de 29,0 kDa e a fragdo das prolaminas
apresentou outra banda bem definida com massa molecular aparente em torno de
29,0 kDa.

Figura 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% em presenga de SDS e B-
Mercaptoetanol. Pogo B: Globulinas, Pogo C: Albuminas; Pogo D: Glutelinas 4cidas:
Pogo E: Glutelinas basicas: Pogo F: Prolaminas; Pogo: A e G: Marcadores de massas
moleculares aparentes: Albumina sérica bovina (66 kDa); Ovoalbumina (45 kDa);
Anidrase carbdnica (29 kDa).
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5.3 - Cromatografia de Afinidade em Coluna de Quitina (Polimero de N-
acetilglicosamina) e de Exclusdo Molecular em Silica Gel (TSK-GEL 3000SW

0,8 x 30 cm) da Fragdo das Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana.

Na tentativa de isolar a lectina presente na fragio das albuminas da farinha de
sementes de Acacia farnesiana realizou-se a cromatografia de quitina (afinidade) seguida
de cromatografia de exclusio molecular e PAGE-SDS.

A fragdo das albuminas da farinha de sementes de Acacia Jarnesiana, quando
cromatografada em coluna de quitina apresentou um pico no retido (PT) € um retido (PII)
(Figura 7 - A), ambos com atividade hemaglutinante ¢ 0 mesmo perfil eletroforético,
como mostra a Figura 7 - B. Além disso, ambos os picos, quando submetidos a
cromatografia de exclusdo molecular em coluna de silica (TSK-GEL 3000SW 0,8 x 30
cm), apresentaram o mesmo perfil cromatografico (Figura 7 - C) caracterizado por dois
picos com atividade hemaglutinante. Para melhor esclarecer estes resultados e no intuito
de purificar a lectina da fragio das albuminas da farinha de sementes de Acacia

Jarnesiana utilizou-se a cromatografia de troca iénica em coluna de aménio quaternario.
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~ Glicina pH 9,0; 0,1 M
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Figura 7 — (A) Cromatografia de afinidade em coluna de quitina (10 mL) da
fragdo das albuminas de Acacia farnesiana. Uma aliquota da fragio albumina (5
mg/1mL) foi aplicada na coluna equilibrada com NaCl 0,5 M, apés 4 horas foi eluida
com tampdo glicina pH 9,0; 0,1 M com NaCl 0,15 M com coleta manual de 2 mL por
fragdo, apresentou PI (IX) e PII (lM). (B) Eletroforese em gel de poliacrilamida 12 % em
presenca de SDS e 2-mercaptoetanol. Linha a: marcadores de massa molecular
(Albumina sérica bovina, 66 kDa; Ovoalbumina, 45 kDa; Anidrase carbdnica, 29 kDa;
Tripsinogénio, 24 kDa; Tripsina, 20,1 kDa). Linha b: Pico 1, linha c¢: Pico II. A Figura C -
Cromatografia de exclusfio molecular da lectina da fragdo das albuminas de sementes de
Acacia farnesiana. Os PIQ (HI), e do PIIQ (HM) (1 mgmL™") proveniente da
cromatografia de quitina foram submetidos a cromatografia de exclusio molecular
(TSK-GEL 3000SW). A eluigdo foi realizada em um fluxo de 0,5 mL.min" com tampdo
tris- HCI, pH 7,5; 25 mM. A elui¢do da proteina foi monitorada a 280 nm e coleta

manualmente em fragdes de 1 mL.
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5.4 - Cromatografia de Troca iénica em Coluna de Aménio Quaternario (Mono Q HR
5/5; 1 x 1,7 cm) Acoplada a um Sistema de Cromatografia de Alta Performance
(Sistema AKTA) da Lectina da Fragdo das Albuminas de Sementes de Acacia

Jarnesiana.

Para dar suporte aos resultados descritos no item 5.3 fez-se necessario a utilizagio
da cromatografia de troca idnica.

A fragdo das albuminas de farinha de sementes de Acacia farnesiana foi
submetida a cromatografia de troca idnica de aménio quaternario apresentou um pico
ndo retido (PI) sem atividade hemaglutinante e um pico retido (PII) onde encerra toda a
atividade hemaglutinante, eluido com uma concentragfio salina de 42 % de NaCl em um
gradiente linear salino de 0-1 M, como mostra a Figura 8 - A. A elui¢do da amostra foi
monitorada espectrofotometricamente através da absorbéncia a 280 nm. Quando o pico
retido foi analisado em PAGE-SDS apresentou duas bandas protéicas de massa

molecular aparente em torno de 50 kDa e outra de 29 kDa (Figura 8 - B).

5.5 - Ensaio de Inibigdo da Atividade Hemaglutinante por Agucares Simples, Complexos
e Glicoproteinas da Fragdo das Albuminas de Sementes de Acacia Jarnesiana
(AFAL).

No intuito de melhor caracterizar esta proteina realizou-se o ensaio de inibi¢do por
acucares.

O ensaio de inibigdo da atividade hemaglutinante por agiicares da fragdo das
albuminas de Acacia farnesiana proveniente da troca iénica de amdnio quaternario,
apresentado na Tabela 3, mostra que nenhum dos aglicares ou glicoproteinas testadas
foram capazes de inibir a atividade hemaglutinante da lectina presente na fragdo das
albuminas. Estes resultados demonstraram que é necessario a utilizagdo de outros
aglcares para caracterizar proteina com relagio & interagio lectina/agiicar. Para poder
determinar a massa molecular real da lectina foi utilizada a técnica de espectrometria de

massa.
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Figure 8 - (A) Cromatografia de troca idnica da lectina da fragdo das albuminas de
sementes de Acacia farnesiana. A fragdo das albuminas (1 mg.mL™), proveniente da
farinha de sementes de Acacia farnesiana, foi submetida a cromatografia de troca idnica
em coluna de amonio quaternario (Mono-Q HR 5/5). A elui¢do da proteina foi realizada
em um fluxo de 1.0 mL.min"' com gradiente linear (0-1 M) de NaCl em tampo tris- HCI,
pH 7,5; 25 mM e monitorada a 280 nm. * Indica o pico retido apresentando atividade
hemaglutinante. (B) SDS-PAGE da proteina purificada da fragdo das albuminas da
farinha de sementes de Acacia farnesiana. Linha a: Marcadores de massa molecular
(albumina sérica bovina 66 kDa, ovoalbumina 45 kDa, gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase 36 kDa, anidrase carbonica 29 kDa, tripsinogénio pancreatico bovino
24 kDa, inibidor de tripsina de soja 20 kDa). Linha b: AFAL (lectina da fragdo das

albuminas de sementes de Acacia farnesiana).
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Tabela 3 — Ensaio de Inibi¢do da Atividade Hemaglutinante por Agucares Simples,

Complexos e Glicoproteinas da Fragdo das Albuminas de Acacia

farnesiana.
Limites de Aglutinagao
Acucares
Observagdo macroscopica Observagiio ao microscopio

Glicose NI NI
Manose NI NI
D-Galactose NI NI
D-Nacetilgalactosamina NI NI
D-Nacetilglicosamina NI NI
Fucose NI NI
Lactose NI NI
o metilmanosideo NI NI
GLcNAc 2 a 8 residuos NI NI
Ovomucoide NI NI

NI = Nio inibiu mesmo na concentragio de 0,1M

5.6 - Espectro de massa MALDI-ToF/MS da Lectina da Fragdo das Albuminas de
Acacia farnesiana (AF AL).

Para verificar a massa real de o pico retido da troca ionica, portanto, a lectina da
frag@o das albuminas de Acacia farnesiana, foi submetida a espectrometria de massa em
Espectrometro de massa MALDI-ToF/MS, onde obteve-se as massa molecular real da
lectina.

O resultado de espectrometria de massa da AFAL mostra que esta lectina
apresenta um fon duplamente carregado de 12,1 kDa (m + H)"?, um monomero com
massa molecular de 24,2 kDa (m + H)", e um dimero com massa molecular de 50,0 kDa
(2m + H)", evidenciando que a AFAL possui subunidades com a mesma massa
molecular (Figura 9).

Com base nos resultados obtidos e para verificar o comportamento da proteina em

um gradiente de pH realizou-se a cromatofocalizag@o.
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Figura 9. - Espectro de massa MALDI-ToF/MS da lectina da fragdo das

albuminas de Acacia farnesiana (pico retido da troca iénica). ¥ Massa molecular aparente

de 12,7 kDa (ion duplamente carregado), 24,2 kDa (monémero) e 50,0 kDa (dimero).
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5.7 - Cromatofocalizagdo da Lectina da Fragdo das Albuminas de Sementes de Acacia
Jarnesiana (AFAL) em Coluna Mono P HR 5/5 (1,0 x 17 cm) Acoplada a um
Sistema de Cromatografia de Alta Performance (Sistema AKTA).

Para determinar o comportamento da proteina em um gradiente de pH e
determinar em que pH a lectina apresenta carga liquida igual a zero, submeteu-se a
lectina a cromatofocalizagdo.

A lectina da fragdo albumina de sementes de Acacia farnesiana (AFAL) (1 mg),
purificada por troca idnica foi submetida a cromatofocalizagio em coluna Mono P
HR 5/5 (1,0 x 17 ¢m) para a determinagdo do ponto isoelétrico. A AFAL retida na coluna
foi eluida com um gradiente linear de pH de 7 a 4, utilizando-se pollybuffer 74, com
leitura de absorbancia a 280 nm e um fluxo constante de 1 mL.min”. A analise do
cromatograma obtido mostra que a AFAL apresenta um pl (ponto isoelétrico) igual a 4,0
(Figura 10).

A partir dos resultados obtidos e para melhor caracterizar utilizamos a

cromatografia de exclusdo molecular.
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Figura 10 - Cromatofocalizagdo da lectina da fragdo das albuminas de sementes de
Acacia farnesiana (AFAL). A lectina da fragdo albumina de Acacia farnesiana
(1 mg.mL™) proveniente do pico retido da cromatografia de troca iénica em coluna de
amdnio quaternario (Mono-Q HR 5/5) foi submetida & cromatofocalizagio em coluna
Mono-P HR 5/5. A lectina foi eluida com um gradiente linear de pH de 7 a 4 utilizando-
se pollybuffer 74, com leitura de absorbdncia a 280 nm e um fluxo constante de

ImL.min"". * Indica o ponto isoelétrico da lectina.
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5.8. - Cromatografia de Exclusdio Molecular (Protein Pack 300SW-Glass) e
Cromatografia em Fase Reversa da Lectina da Fragdo das Albuminas de
Sementes de Acacia farnesiana (AFAL) em Coluna C;g Acoplada a um Sistema

de Cromatografia de Alta Performance (HPLC)

Para verificar o comportamento e a massa molecular aparente dessa lectina
utilizamos a cromatografia de exclusio molecular.

A lectina da fragdo das albuminas de sementes de Acacia farnesiana, proveniente
do pico retido (PII) da cromatografia de troca iénica em coluna de aménio quaternério,
foi utilizada para a cromatografia de exclusio molecular (Figura 11 — A). Esta
cromatografia, realizada com a lectina diluida e aplicada diretamente na coluna (tempo
zero), revelou a presencga de dois picos protéicos com massas moleculares aparentes de
aproximadamente 40 kDa e outro de 80 kDa. A anilise eletroforética por PAGE-SDS
(Figura 11 - B) dos picos desta cromatografia mostrou que ambos apresentam o mesmo
perfil eletroforético, evidenciando assim o fenémeno de oligomerizagio da lectina. A
cromatografia de fase reversa (Figura 11 - C) foi realizada repassando o pico que
apresentou uma massa molecular de aproximadamente 40 kDa proveniente da primeira
cromatografia de exclusdo molecular, obtendo-se dois picos proximos eluidos entre 40 e
50 minutos a partir de uma concentrago de 63 % de acetonitrila. A eletroforese em gel
de poliacrilamida (Figura 11 - D) destes picos apresenta duas bandas caracteristicas desta

proteina, com massas moleculares aparentes de 50 kDa e de 29 kDa.
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Figuras 11 - Grafico de exclusdo molecular onde foi usada a proteina no tempo
zero (A), seguida por uma cromatografia em coluna de fase reversa HPLC em -
Bondapack Cis (0,3 x 30 cm) (C). (B e D) SDS-PAGE da lectina purificada da fragdo das
albuminas de sementes de Acacia farnesiana pico 1 e pico II (B) da cromatografia de
exclusdo molecular e pico I (AFAL-RP) (C) da cromatografia de fase reversa HPLC em
u-Bondapack Cig (0,3 x 30 cm). Linha a: Marcadores de massa molecular (albumina
sérica bovina 66 kDa, ovoalbumina 45 kDa, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
36 kDa, anidrase carbonica 29 kDa, tripsinogénio pancreatico bovino 24 kDa, inibidor de
tripsina de soja 20 kDa). Linha b: AFAL (lectina da fragdo das albuminas de sementes de

Acacia farnesiana).
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5.9 - Determinag¢do da Massa Molecular Aparente e da Oligomerizagdo da Lectina da
Fragdo das Albuminas de Acacia farnesiana por Cromatografia de Exclusdo

Molecular.

Para complementar e dar um maior suporte aos dados obtidos no item 5.8 a
lectina foi submetida a cromatografia de exclusio molecular em tempos diferentes de
incubagio.

Para verificar a oligomerizagéo da proteina purificada (1 mg da lectina AFAL),
obtida por exclusio molecular (Protein Pack 300SW-Glass) e fase reversa acoplada a
HPLC, a lectina foi repassada na coluna de exclusdo molecular em tempos diferentes de
incubagdo a 37 °C. O cromatograma da Figura 12 — A, apresenta o tempo zero de
incubagdo (lectina diluida e aplicada imediatamente na coluna de exclusdo molecular) da
lectina da fragdo das albuminas de sementes de Acacia farnesiana, onde verifica-se um
pico de menor absorbéncia a 280 nm, que indica uma menor concentragdo da lectina com
massa molecular aparente de 80 kDa, eluido a 45 minutos e um pico de maior
absorbdncia a 280 nm que indica uma maior concentracio da lectina com massa
molecular aparente de aproximadamente 40 kDa (eluido a 62, 5 minutos). Apds 90
minutos de incubag@o observa-se um aumento do pico eluido a 45 minutos com massa
molecular aparente de 80 kDa e uma diminuigio do pico eluido a 62,2 minutos com
massa molecular aparente de 40 kDa (Figura 12 - B). A Figura 12 - C apresenta a AFAL
aplicada na coluna de exclusdo molecular apés 180 minutos de incubagdo 37 °C onde
observa-se o aparecimento de um novo e principal pico com massa molecular de superior
a 120 kDa, eluido a 180 minutos. Os cromatogramas das Figuras 12 - A, 12-Be 12-C
demonstram claramente que a AFAL sofre oligomerizagdo dependente do tempo de
incubacdo. E para dar maior suporte aos resultados até entdo demonstrados a lectina foi

submetida a seqiienciamento e determinag¢do do N-terminal.
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Figura 12. Gréficos da Cromatografia de exclusdo molecular da lectina da fragdo

das albuminas de sementes de Acacia farnesiana em Coluna (Protein Pack 300SW da

Waters), onde se evidencia a oligomerizagdo da lectina AFAL em fungio do tempo de

incubagdo a 37 °C. No grafico A verificamos a lectina em tempo zero de incubagdo

(lectina diluida e aplicada), no grafico B e C a lectina AFAL incubada nos tempos 90 e

180 minutos a 37 °C , respectivamente. A elui¢io da lectina foi feita com tampéo fosfato

de sodio, 0,1 M, pH 7,4 em presenga de Ca2+, fluxo 0,1 mL.min” e leitura de

absorbincia a 280 nm.
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5.10 - Seqiienciamento e Determinagdo do N-terminal da Lectina da Frag@o das

Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana.

No intuito de determinar a seqiiéncia N-terminal da lectina e assim poder
complementar os resultados, esta proteina foi submetida ao sequenciamento.

A determinagio da seqiiéncia N-terminal (Figura 13), da lectina AFAL da fragdo
das albuminas de sementes de Acacia farnesiana purificada por cromatografia de fase
reversa forneceu uma seqii€éncia de aminoacidos que apresentou similaridade (mesmos
residuos nas mesmas posigdes) com a seqiéncia N-terminal de outras proteinas
depositadas em bancos de dados (BLAST). Desta forma, a AFAL apresentou
similaridade de 87,5 %, 62,1 %, 61,9 %, 61,9 %, 59,1 %, 58,2 %, 40,3 % e 40,3 % com
as lectinas de sementes de Acacia constricta, PHAE-PHAU (Phaseolus vulgaris), PHA-L
(Phaseolus vulgaris); LEC5_DOLBI (Dolichos biflorus), LEC1_DOLBI (Dolichos
biflorus), PHAL PHAUU (Phaseolus vulgaris), LCS2 ROBPS (Robinia pseudoacacia)
e LCS1_ROBPS (Robinia pseudoacacia), respectivamente.

Este resultado foi complementado pela analise de aminoacidos.
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Figura 13 — Seqiiéncia do N-terminal da lectina da fragdo albumina de Acacia
farnesiana e a sua similaridade com outras seqiiéncias N-terminal de proteinas

depositadas em bancos de dados.
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5.11 - Analise de aminoacidos da Lectina da Fra¢io das Albuminas de Sementes de

Acacia farnesiana

Para dar suporte aos resultados até entfio obtidos a lectina foi submetida a analise
de aminoacidos.

A andlise de aminoacidos foi realizada com o pico retido da cromatografia de
troca i0onica coluna de amdnio quaternario. Para tanto a amostra foi analisada em
analisador de aminoacidos Beckman System Gold. A composigdo de aminoacidos da
proteina AFAL, apresentada na tabela 3, mostra que esta proteina apresenta um maior
contetido de residuos de acido aspartico/asparagina (13,94 %), acido glutdmico/glutamina
(12,19 %) e leucina (11,55 %). Os aminoacidos basicos histidina (1,60 %) e lisina
(3,35 %) estdo em uma concentragdo inferior aos demais aminoacidos acidos nesta
espécie. Quando a composi¢io de aminoacidos da lectina isolada da fragfio albumina de
sementes de farinha de Acacia farnesiana foi comparada com lectinas das espécies da
mesma subfamilia Parkia platycephala (PPL), P. discolor e P. speciosa, (Tabela 4) de
uma forma geral apresentou valores percentuais para o aminoacido cisteina muito
similares (0,51, 0,00, 0,10, 0,50 %, respectivamente). Este conteudo de cisteina esta de
acordo com o relatado para a composi¢io de proteinas das sementes de espécies da
familia leguminosa, que geralmente carecem de aminoacidos sulfurados ou possuem os
mesmos em quantidades muito baixas. O aminoacido polar glicina (7,47 %) apresentou-
s¢ em menor concentragdo com valor bem abaixo dos demonstrados para as outras
espécies de mesma subfamilia Mimosoideae como Parkia platycephala (PPL), P.
discolor e P. speciosa.

Com base nos resultados e tendo em vista a necessidade mundial de novos
farmacos, que apresentem menos efeitos colaterais e também produtos capazes de serem
utilizados no combate a pragas que causam danos a agricultura, elevando assim os custos
da produgdo e muitas vezes agredindo o ambiente, realizou-se as atividades biologicas
descritas a seguir na inten¢do de desvendar uma atividade biolégica que pudesse sugerir

aplicagdo terapéutica e/ou biotecnologica para esta lectina.



Tabela 4 - Comparagio da Composigio de Aminoacido da Lectina da Fragdo das

Albuminas de Acacia farnesiana com as do Género Parkia.
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Residuo de Lectinas de *Lectina de **]ectinade ***Lectina
Aminoacido Acacia Parkida Parkia de Parkia
farnesiana %  platycephala% discolor % speciosa %
Ac. Asp/asparagina 12,19 9,80 9,90 11,30
Ac. Glut/glutamina 13,94 4,70 10,20 5,10
OH- Prolina Nd Nd Nd Nd
Serina 7,33 9,10 7,90 9,20
Glicina 7,47 15,40 12,80 15,80
Histidina 1,60 2,10 1,70 2,50
Arginina 5,65 1,20 3,30 2,70
Treonina 3,73 6,30 6,00 7,10
Alanina 7,78 6,00 7,30 5,60
Prolina 8,99 13,7 9,10 5,40
Tirosina 2,63 4,30 4,00 4,30
Valina 4,82 4,50 4,40 5.70
Metionina 0,86 0,40 0,50 0,50
Cisteina 0,51 0,00 0,10 0,50
Isoleucina 3,94 7,30 5,90 9,20
Leucina 11,55 3,80 6,20 4.90
Triptofano Nd Nd Nd Nd
Phenilalanina 3,65 5,70 5,00 6,20
Lisina 3,35 5,60 5,60 4,50

*FARIAS, 2002**CAVADA et al., 2000***SUVACHITTANONT & PEUTPAIBOON, 1992.
Nd: nfo determinado.
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5.12 — Testes de Atividades Biologicas Utilizando a Lectina da Fragdo das Albuminas de

Sementes de Acacia farnesiana (AFAL).

Para os testes de atividade biologica da AFAL, foi utilizado a lectina em tempo
zero (amostra diluida e aplicada), mostram que esta lectina apresenta a capacidade de
agregar plaquetas, atua como agente antinociceptivo na nocicepg¢do induzida pelo acido
acético, possui atividade pro-inflamatoria e ndo possui atividade antiinflamatoria. Além
disso, os experimentos com fitopatégenos mostram que ela apresenta capacidade de inibir
o crescimento de fitobactérias (Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e Clavibacter
michiganensis, michiganensis) e atuar sobre a eclosdo e mobilidade de fitonematodides

(Meloidogyne incognita).

4.12.1 - Ensaios de Agregacdo Plaquetaria Utilizando a Lectina da Frag@o das Albuminas

de Sementes de Acacia farnesiana.

Para analisar a atividade da lectina da fragdo albumina de Acacia farnesiana sobre
a agregagdo plaquetaria, utilizou-se amostras de sangue, de onde foi retirado o plasma
rico em plaquetas que foram tratadas e posteriormente diluidas até uma concentragdo de
3x10% plaquetas .mL™. As plaquetas foram deixadas em repouso para recuperar a
capacidade agregante. A Figura 14 — A, apresenta a medida da agregacéo plaquetaria
feita em um agregdmetro de plaquetas Chrono-log Lumiaggregometer (Chrono-Log
Corp, Haverton, PA, USA). Aliquotas de 0,45 mL de plaquetas de pacientes contendo
duas concentragdes diferentes 50 e 100 unidades de trombina (controle) que foram
colocadas em cubetas de agregdmetro mantida a 37 °C sob agitagio constante a 1200 rpm
com agitador magnético. A Figura 14 — B, mostra a medida da atividade da lectina da
fracdo das albuminas de Acacia farnesiana (AFAL, 20 ug) sobre a agregagio plaquetaria
em um tempo de 0-10 minutos. A AFAL atingiu uma percentagem de 85 % de agregac¢io

plaquetaria em 6 minutos e de 7 a 10 minutos manteve-se com 75 % de agregagao.
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Figura 14. Medidas da agregac¢do plaquetaria da trombina e da lectina da fragio
albumina de Acacia farnesiana (AFAL) em um tempo de 0-10 minutos feita em um
agregdmetro de plaquetas Chrono-log Lumiaggregometer (Chrono-Log Corp, Haverton,
PA, USA) usando aliquotas de 0,45 mL de plaquetas de paciente, colocadas em cubetas
de agregbmetro mantidas a 37° C sob agitacdo constante a 1200 rpm com agitador
magnético. Na Figura A, podemos observar a agregagio plaquetaria da trombrina, usada
como controle positivo de agregacio com concentragdes de 50 e 100 unidades. Na Figura
B, verificamos a agregacgdo plaquetaria causada pela trombina usada como controle em
100 unidades (™ ) e a lectina da fra¢&o albumina de Acacia farnesiana (AFAL) em uma

concentragio de 20 pg ( “*).
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5.12.2 - Atividade Pro-inflamatoria da Lectina de Acacia farnesiana da Fragio das
Albuminas (AFAL) no Modelo Edema de Pata em Ratos.

Algumas lectinas de planta apresentam efeito pro-inflamatério (BARBOSA et al,
2001). Em fungdo disto, avaliou-se o efeito da AFAL sobre o edema de pata em ratos. A
Figura 15 — A, mostra que a AFAL administrada por via subcutinea produziu edema
significativamente (p<0,05) diferente do grupo salina, em todos os tempos testados,

aumentando os volumes das patas.

5.12.3 - Atividade Antiinflamatoria da Lectina da Fra¢do das Albuminas de Sementes de
Acacia farnesiana (AFAL) no Modelo Edema de Pata em Ratos.

A Figura 16 mostra que a AFAL administrada por via endovenosa 30 minutos
antes da induc¢do do edema de pata por carragenina ou dextrana e via de administragéo

ndo foi capaz de reduzir o edema de pata causado estes.

5.12.4 - Atividade Antinociceptiva da Lectina da Fragdo Albumina de Acacia farnesiana

(AFAL) - Contorg¢des abdominais induzida por acido acético

A utilizagio do modelo classico das contor¢gdes abdominais foi feita, para avaliar
o efeito da AFAL sobre outro componente da inflamagio, a dor inflamatéria. Para isso,
utilizou-se acido acético como indutor das contorg¢des (0,8 %, v/v), administrado por via
subcutinea intraplantar. A Figura 17 mostra que o acido acético, no grupo controle,
induziu a nocicepgdo, com média de 35 contorgdes. A AFAL nas doses de 0,1, 1 e
10mg Kg' reduziram significativamente (p<0,05) o numero de contorgdes em
aproximadamente 50, 50 e 74 %, respectivamente.
A AFAL produziu efeito antinociceptivo, embora tenha se mostrado tanto pro-

inflamatoria no modelo de edema de pata.
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Figura 15. — (A) Efeito da lectina da frag@o albumina de Acacia farnesiana na
atividade pré-inflamatoria no modelo de edema de pata. O eixo das abscissas representa o

tempo (min) decorrido apods o inicio do experimento. O eixo das ordenadas representa a

medida dos volumes deslocado pelas patas em mL. A linha E indica o grupo

controle onde foi injetado somente salina, a linha concentragdo de 0,01mg de

lectina.Kg’, a linhaE 0,1 mg de lectina. Kg", e a linha (=11 mg de lectina.Kg™.
No grafico B mostra a area sob a curva calculada pela integral e expressa em unidades
arbitrarias. O grafico (B) representa a atividade pro-inflamatoria da AFAL em diferentes

concentracdes (0,01 mg Kg' M, 0,1 mgKg' M e 1 mgKg' H; salina H).
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Figura 16. — Efeito da lectina da fragio das albuminas de sementes de Acacia
Jarnesiana na atividade antiinflamatéria no modelo de edema de pata tendo como agente
flogistico carragenina (A) e dextrana (C). Em A e C o eixo das abscissas representa o

tempo (min) decorrido apos o inicio do experimento. O eixo das ordenadas a medida dos
volumes deslocados pelos patas em mL. A linha E indica o carragenina (A) e
dextrana (D), e a linha El 1 mg Kg' da AFAL. Nos graficos B e D da area sob a

curva calculada pela integral e expressa em unidades arbitraria, pode-se verificar auséncia
da atividade antiinflamatoria da lectina (AFAL) da fragio das albuminas presente nas
sementes de Acacia farnesiana no modelo de edema de pata. Os graficos da Figuras B e
D mostra o grupo controle (salina B) e a auséncia da atividade antiinflamatéria da AFAL

na concentra¢io de 1 mg Kg ' H.
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Figura 17. - Atividade antinociceptiva da lectina (AFAL) da frago das albuminas
presente nas sementes de Acacia farnesiana. O grafico representa a atividade
antinociceptiva da AFAL em diferentes concentragdes (0,1mg.Kg” M), (1mg.Kg' M) e
(10mg.mL" M), sobre as contor¢des abdominais causadas pelo acido acético (controle

**M) em camundongos. *p< 0,05 em relacdio ao controle de acido acético.
p ¢
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5125 - Atividade Antibacteriana contra Xanthomonas axopodis pv. Passiflorae e
Clavibacter michiganensis, michiganensis ¢ Microscopia eletronica de

varredura.

A AFAL mostra uma significante atividade antibacteriana. Nestas condi¢des a
lectina mostrou-se efetiva contra bactérias gram negativa Xanthomonas axopodis pv.
passiflorae (Figura 20 - A) e gram positiva Clavibacter michiganensis, michiganensis
(Figura 20 - B). Quando lectina foi incubada com as bactérias gram negativas causou
uma inibicdo do crescimento de 78% e de 92% para as gram positivas, esta atividade ndo
foi capaz de ser revertida por aglicares.

A microscopia eletronica de varredura da Figura 20 - D apresenta o efeito causado
pela AFAL sobre a parede bacteriana em X. axonopodis pv. passiflorae, este efeito pode
ser observado pela presenca de protuberancias na membrana externa causada pela agdo da
lectina, o mesmo ndo é observado controle positivo da Figura 20 - C, onde mostra que a

membrana da parede bacteriana X. axonopodis pv. passiflorae apresenta-se integra.

5.12.7 - Ffeito in vitro da Lectina da Fragio das Albuminas de Acacia farnesiana

(AFAL) Sobre a Eclosdo de Nematoides da espécie Meloidogyne incognita.

O grafico da Figura 21 mostra o efeito da lectina da fragdo das albuminas de
Acacia farnesiana (AFAL) sobre a eclosdo do nematoide Meloidogyne incognita nos
periodos de 24, 48 e 72 horas. Pode-se observar que a lectina de AFAL apresentou um
leve efeito nas primeiras 24 horas de incubagio sobre a eclosdo dos ovos de nematoides.
No entanto, com o aumento do periodo de incubagdo (48 e 72 horas), ocorreu uma
potencializagio do efeito sobre a eclosdo dos ovos de nematoides em relagdo ao grupo

controle.
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lectina da fragdo das albuminas de sementes de Acacia farnesiana sobre a bactéria
X.axonpodis pv passiflorae (Xp + Cf-lecH). A Figura B apresenta controle (C1ll) e a
atividade inibitoria da lectina da fragdo albumina de Acacia farnesiana sobre a bactéria
Clavibacter michiganensis, michiganensis (C1 + Cf-leclll). As Figuras C ¢ D mostram a
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A Figura C: Controle Xaxonpodis pv
passiflorae; D: X. axonopodis pv passiflorae + lectina de Acacia farnesiana (AFAL) apOs

incubagdo.
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Figura 19. - Efeito da lectina da fragio das albuminas de sementes de Acacia
farnesiana sobre a eclosdio dos ovos de Meloidogyne incognita em 24, 48 e 72 horas de

incubacdo ([2) e o grupo controle ().
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5.12.8 - Efeito da Lectina da Fragdo das Albuminas de Sementes de Acacia farnesiana
Sobre a Mobilidade das Larvas Juvenis (J2) de Meloidogyne incognita, Apos
24 e 48 Horas de Incubagio.

O resultado do teste sobre a mobilidade das larvas juvenis (J2) de Meloidogyne
incognita causado pela lectina da fragdo das albuminas de Acacia farnesiana (Figura 22),
mostra que nas primeiras 24 horas a AFAL n3o causou qualquer alteragao na mobilidade
dos nematoides. No entanto, no periodo de incubagdo de 48 horas da AFAL com os J2

verifica-se uma diminuicdo significativa na mobilidade dos J2, com relagdo ao grupo

controle.
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Figura 20. - Efeito da lectina da fragdo das albuminas de Acacia farnesiana sobre
a mobilidade das larvas juvenis (J2) de Meloidogyne incognita, apds 24 e 48 horas de
incubagio (HH) e grupo controle (HM). Letras distintas (a e b) indicam diferengas
estatisticas do tratamento com a lectina AFAL em relagdo ao controle segundo teste de
Tukey, p <0,05.
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6 - DISCUSSAO

O género Acacia, pertencente a subfamilia Mimosoideae (Leguminosae), ¢ um
dos mais importantes géneros do ponto de vista ecologico e contém aproximadamente
1350 espécies. Este género pode adaptar-se a extremos de temperaturas e de umidade
podendo ainda crescer em diferentes tipos de solo. Varias espécies de Acacia apresentam
a capacidade de fazer simbiose com bactérias do tipo Rhizobium e fungos do tipo
micorrizas aumentando assim a fertilidade do solo. Vérias atividades biologicas foram
relatadas em diferentes espécies de Acacia, tais como: anti-hiperglicemiante, anti-
hipertensiva, inibidora da agregagdo plaquetdria, inibi¢io potente da atividade da
ciclooxigenase I, adstringente, analgésica, anti-reumatica, antibacteriana, antidiarréica,
digestiva, emoliente, estimulante entre outros (ARIAS et al., 2004, ABBOUYI et al.,
2004). A espécie Acacia farnesiana é um arbusto ou arvore de pequeno porte que pode se
adaptar a varios tipos de solo e temperaturas (DUKE, 1981). As sementes secas de
Acacia farnesiana apresentam para cada 100 gramas de sementes em torno de 12,6 g de
proteinas, 4,6 g de lipideos, 72,4 g de carboidratos (DUKE, 1981). Diversos estudos
sobre lectinas tém sido desenvolvidos na familia das Leguminosas, no entanto, a tribo
Parkieae é um dos poucos taxones onde lectinas foram caracterizadas estrutural e
bioquimicamente. Na tribo Acacieae, no qual a Acacia farnesiana encontra-se
classificada, apesar de apresentar varios trabalhos onde relatam a atividade biologicas de
espécies de Acacias spp., somente um trabalho desenvolvido com Acacia constricta
relata a caracterizagdo de uma lectina. Com a inten¢@o de se ampliar os conhecimentos
bioquimicos sobre esta proteina desenvolveu-se um protocolo para isolar, purificar e
caracterizar uma lectina de Acacia farnesiana. Devido a relatos de ARIAS ef al., (2004) e
ABBOUYI er al., (2004) sobre varias atividades biologicas apresentadas por diferentes
espécies de Acacia, investigamos e mostramos neste trabalho que algumas destas
atividades biologicas estdo relacionadas com a lectina da frag@o das albuminas da farinha
de sementes de Acacia farnesiana.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram o isolamento, a purifica¢do e a
caracterizagdo da lectina da fragiio das albuminas da farinha de sementes de Acacia

farnesiana. Os dados referentes a atividades biologicas mostram a atividade de agregagdo
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plaquetaria, atividade pro-inflamatoria e antinociceptiva, da lectina, bem como atividade
biologica contra fitopatogenos como bactérias gram positivas (Clavibacter
michiganensis, michiganensis), gram negativas (Xanthomonas axopodis pv. passiflorae) e
nematoides da espécie Meloidogyne incognita.

Os resultados mostram que o extrato obtido com a solugdo de NaCl 0,5M da
farinha de sementes de Acacia farnesiana, bem como as diferentes fragdes protéicas das
classes das albuminas, globulinas, glutelinas acidas e prolaminas apresentaram atividade
hemaglutinante contra hemacias de coelho tratadas e ndo tratadas enzimaticamente e que
esta atividade difere da apresentada por Acacia constricta a qual apresenta atividade
hemaglutinante com sangue humano do sistema ABO (GUSMAM-PARTIDA et al.,
2004). A lectina da fracdo das albuminas de sementes de Acacia farnesiana quando
passada em coluna de quitina (polimero de N-acetilglicosamina) apresentou dois picos.
Um pico nio retido ativo retirado com a solugdo de equilibrio da coluna que sugere que
esta lectina apresenta uma menor afinidade pelo polimero de N-acetilglicosamina,
provavelmente devido a particularidade desta lectina de sofrer oligomerizag@o decorrente
do tempo de dissolugdo, sugerindo desta forma uma menor interacdo da lectina com o
polimero quando se encontra na forma de dimero. Uma vez que os experimentos
realizados submeteram a proteina a quatro horas de contato com a coluna, ndo houve
tempo suficiente para que a maioria das moléculas da lectina sofresse oligomerizag@o até
sua forma tetramérica. Outro fato que vem a sustentar este dado é a caracteristica da
lectina em apresentar atividade hemaglutinante somente apds doze horas de contato com
as hemacias, tempo este suficiente para que as moléculas da lectina em solugdo se
encontrem em sua maioria na forma de tetramero, o que foi observado quando a lectina
foi cromatografada em coluna de exclusdo molecular de silica gel, apds doze horas de
diluigdo (dados ndo mostrados). Esta cromatografia também apresentou um pico retido,
cuja atividade hemaglutinante ndo € inibida por monossacarideos de N-acetilglicosamina
nem por uma mistura de polissacarideos com 6 a 8 residuos de N-acetilglicosamina.
Portanto, o reconhecimento e a interagdo das moléculas da lectina, que provavelmente
encontram-se na forma tetramérica, € especifico pelo polimero de N-acetilglicosamina.
Este reconhecimento deve ser feito por um sitio de ligagdo a carboidratos estendido,

como os descritos para lectinas de Curcubitaceae (ALLEN, 1979; ANATHARAM et al,
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1986; PEUMANS er al, 2000b). A analise destes picos tanto por PAGE-SDS como por
cromatografia de exclusio molecular mostra um mesmo perfil, caracterizado por
apresentar atividade hemaglutinante contra hemacias de coelhos tratadas ou ndo tratadas
enzimaticamente, o que leva a conclusdo de que apesar de somente um pico apresentar
afinidade pela quitina os dois picos contém a mesma proteina e que esta caracteristica
apresentada provavelmente deve-se ao fendmeno de oligomerizagdo (o dimero sem
afinidade e o tetrimero com afinidade pela quitina). Além disto, ndo se descarta também
a possibilidade de a AFAL possa apresentar sitios de ligagdo a carboidratos com
multivaléncia ou seja sitios com alta e baixa afinidade pela quitina, como ja relatado para
a WGA (PEUMANS et al., 2000).

Por outro lado, os dados de analise da composi¢do de aminoacidos e da seqiiéncia
N-terminal de aminoacidos da AFAL mostram que, apesar desta lectina ligar-se a quitina,
ela ndo apresenta dominio heveinico, que caracteriza lectinas ricas em cisteina na regido
N-terminal, (VAN DAMME et al., 1998), além de ndo apresentar também similaridade
com nenhuma classe de quitinases nem com a PPL2, proteina quitina ligante com
atividade quitinasica e atividade hemaglutinante recentemente purificada de farinha de
sementes de Parkia platycephala (CASTELLON, 2004; ROCHA, 2005), uma espécie da
mesma subfamilia Mimosoideae.

A lectina presente na fragdo das albuminas da farinha sementes de Acacia
farnesiana foi passada em cromatografia de troca idnica onde apresentou um pico retido
eluido com 42% de NaCl com atividade hemaglutinante. Pode-se especular que a lectina
interage fortemente com a coluna por conter um numero considerdvel de aminoacidos
com radicais carregados negativamente e que estdo expostos. Este resultado € sustentado
pela analise da composi¢do de aminoacidos onde se verifica que esta proteina apresenta
um contetido alto de residuos ASX (acido aspartico/asparagina, 13,94 %) e de GLX
(4cido glutimico/glutamina, 12,19 %) e pela cromatofocalizagdo que estabeleceu que a
AFAL possui um ponto isoelétrico a pH 4,0. O grau de pureza da AFAL eluida da coluna
de quitina foi verificado por PAGE-SDS caracterizando um perfil eletroforético
composto por duas bandas de massa molecular aparente de 50 e 29 kDa. Estes resultados
sdo confirmados por espectrometria de massa (MALDI-ToF/MS) onde a AFAL apresenta

forma monomérica com 24,2 kDa e a forma dimérica com 50,0 kDa. Por cromatografia
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de exclusdo molecular a AFAL apresenta uma massa molecular aparente de >120kDa
similar as reportadas para as lectinas de Acacia constricta (VL) e a de Phaseolus vulgaris
(PHA) que apresentam massa molecular aparente de 133 kDa (GUSMAN-PARTIDA,
2004; VAZQUEZ-MORENO, 2000). Estes resultados indicam que a AFAL ¢ um
tetrdmero composto de subunidades idénticas com a mesma massa molecular aparente
(por cromatografia ¢ PAGE-SDS) e mesma massa real (espectrometria de massa),
comportamento semelhante ao apresentado para a VL (lectina de Acacia consiricia) e
para a PHA (lectina de Phaseolus vulgaris) que apresentam subunidades com idénticas
massas moleculares aparentes.

Os resultados obtidos por cromatografia de exclusdo molecular mostram que a
AFAL apresenta dois picos com massas moleculares aparentes 40 kDa e de 80 kDa
sugerindo que esta lectina apresenta oligomerizacdo, o que € sustentado por PAGE-SDS
onde pode-se observar 0 mesmo perfil para ambos os picos mostrando com isso ser a
mesma proteina. Para melhor justificar estes resultados o pico da exclusdo molecular que
apresentou 40 kDa foi repassado em coluna de fase reversa. Mais uma vez a AFAL
apresenta os mesmos dois picos com tempos de eluigdo muito proximos, portanto com
hidrofobicidades muito semelhantes, indicando com isso que além desta lectina sofrer
oligomerizagdo ela apresenta uma quantidade relativa de aminoacidos hidrofobicos
expostos e capazes de se ligarem a coluna. Talvez, a presenca de dois picos retidos seja
justificada pelo fato das formas diméricas apresentarem menor afinidade pela coluna, por
obviamente conter menor conteido de aminoacidos hidrofébicos com radicais expostos
capazes de ligarem-se a coluna e que a forma mais oligomerizada (dimero, tetrdmero,...)
apresenta um maior nimero de aminoacidos com radicais hidrofébicos expostos. Estes
resultados sdo corroborados pelo padrdo eletroforético do pico 1 da fase reversa, que
também apresenta as duas bandas com massas moleculares aparentes de 29 kDa e 50 kDa
assemelhando-se 4s massas moleculares aparentes dos picos que a lectina apresenta por
exclusdo molecular. A analise da composi¢io de aminoacidos da AFAL mostra que esta
lectina ndo apresenta os aminoacidos hidrofobicos prolina e triptofano e apresenta um
nimero elevado de leucina (11,55%), mas a leucina pode ndo estar influenciando nestas
interagdes hidrofébicas porque geralmente encontra-se no interior das proteinas assim

como a valina e isoleucina.
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Para confirmar a questdo de oligomerizagdo e dar uma maior énfase aos
resultados apresentados acima a AFAL foi submetida a cromatografia de exclusdo
molecular utilizando diferentes tempos de incubacdo apos diluigdo da lectina liofilizada.
Mais uma vez, os resultados evidenciaram que esta lectina ¢ capaz de sofrer
oligomeriza¢io de acordo com o tempo de dissolugdo, propriedade ndo relatada para
lectinas da subfamilia das Mimosoideae. Observa-se que a AFAL primeiramente forma
agregados na forma dimérica e trimérica para posteriormente apresentar a forma
tetramérica e que para isso € necessario pelo menos 180 minutos. Esta agregagdo tempo
dependente, provavelmente é de grande importdncia para esta proteina porque alguns,
resultados de atividade biologica foram apresentados apds 180 minutos ou mais da
incubacdo da lectina. Estes resultados também sugerem que esta agregagdo € muito
importante para que a lectina expresse toda a sua atividade biologica aumentando assim a
capacidade de ligagdo com os polissacarideos. Esta caracteristica vem mais uma vez
justificar o fato desta proteina apresentar dois picos ativos quando a lectina € passada em
coluna de quitina, exclusdo molecular e fase reversa. Por outro lado esta caracteristica
ndo influéncia na interagdo da lectina com a coluna de troca idnica, uma vez que esta

interagdo depende da carga liquida da proteina.

A lectina de Acacia farnesiana possui um N-terminal com 87,5%
similaridade com Acacia constricta espécie da subfamilia das Mimosoideae e ndo
apresenta qualquer similaridade de seqiiéncia N-terminal com a lectina de Parkia
platycephala (PPL e PPL2), espécie pertencente a mesma subfamilia Mimosoideae. A
AFAL, no entanto, apresenta 62,1% de similiaridade da porgdo N-terminal com aquela
das lectinas de Phaseolus vulgaris, espécie pertencente a subfamilia Phaseoleae, mas da
subfamilia Papilionoideae e nio Mimosoideae. Tem sido postulado que as isolectinas de
Phaseolus vugaris pertencem a um grupo de proteinas com sequéncias conservadas e que
parte das lectinas de leguminosas possui uma origem evolutiva através de genes
ancestrais comuns, provavelmente para assegurar a manter fungdes fisiologicas
importantes (GUZMAN-PARTIDA, 2004). Nossos resultados, salvo melhor juizo,
podem indicar um elo entre as subfamilias das Mimosoideae e Papilionoideae através das

lectinas.
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O estudo da relagdo estrutura-atividade de moléculas farmacologicamente
ativas tem sido alvo de varias pesquisas no intuito de determinar a poténcia e a
seletividade destas substancias como possiveis agentes terapéuticos. Como exemplo disto
temos as lectina de Dioclea violaceae, Cratylia floribunda e Dioclea guianensis, as quais
possuem atividades antiinflamatéria (ASSREUY et al., 1997), e a lectina de gérmen de
trigo (WGA) que consegue ativar plaquetas pela ligagdo com outras lectinas plaquetarias
tais como a molécula de adesdo plaquetaria endotelial-1 (MAPE-1, OHMORI ef al.,
2001). A atividade inibitoria sobre a agregagdo plaquetéaria também pode ser observada
em extrato aquoso de Acacia nilota (SHAH et al.,, 1997). Mediante ao exposto na
literatura e a crescente necessidade de novos farmacos menos agressivos e também
mediante as doengas que impedem ou causam a formagdo da agregagio plaquetaria, a
lectina de Acacia farnesiana fragdo das albuminas foi testada sobre as plaquetas. A
analise dos resultados evidenciou que a lectina (20ug) apresenta uma maior agregagao
em torno de 6 minutos apds a incubagdo desta com as plaquetas atingindo 85% da
agregacdo apos o que, apresentou um declinio chegando a 75% afinal dos 10 minutos.

Quando estes resultados foram comparados com a agregac¢do causada pela
trombina, verificamos que a AFAL, ap6s 6 minutos de incubag@o atingir uma agregacao
semelhante a dose de 100 unidades de trombina, que agregou em torno de 60% das
plaquetas. Sugerimos que a AFAL, pode agir de maneira semelhante 8 WGA, uma vez
que esta também consegue ativar plaquetas (OHMORI et al.,, 2001). A WGA induz a
ativagio da fosfolipase C por meio de uma forte fosforilagdo da tirosina da MAPE-1 o
que acarreta uma mobiliza¢do de célcio intracelular. Outra lectina a agretina, extraida do
veneno de Calloselasma rhodostoma ativa plaqueta por ativagdo da fosfolipase C,
(ocasionando com isso um aumento de calcio intracelular), ligagdo aos receptores
plaquetarios alfa-2-beta-1 e glicoproteina-1b, e (CHUNG et al., 2001). Com base nesses
resultados podemos sugerir que a AFAL pode estar agindo de forma semelhante as
lectinas supracitadas sobre o mecanismo de ativagdo da agregac¢do plaquetaria ou seja que
a AFAL é capaz de se ligar a glicoproteina plaquetaria e o fator von Willebrand,
ocasionando o inicio da cascata de ativagao.

Drogas antiflogisticas s3o necessarias para o controle do processo

inflamatorio, no entanto algumas destas drogas quando utilizadas causam inimeros
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problemas de saude incluindo diferentes tipos de doengas reumaticas. No teste de edema
de pata induzido por carragenina os mediadores quimicos liberados na primeira hora da
inflamacdo sdo a histamina e a serotonina, e na segunda hora ocorre a liberagdo de
prostaglandinas e interleucinas (DI ROSA ef al, 1971). Embora muitas plantas
apresentem compostos com atividade antiinflamatoria e sejam extensivamente estudadas,
estas propriedades nfio sdo relatadas para lectinas de espécies do género Acacia. No
entanto, esta atividade é mostrada quando extratos metandlicos de Acacia farnesiana sao
utilizados no controle do edema de pata causado por carragenina (MECHES, 2004).

No presente trabalho, quando a AFAL foi utilizada no teste de atividade pr6 —
inflamatério no modelo experimental de edema de pata de forma dose resposta, onde
verifica-se que na dose maxima (1mg Kg™") esta lectina mostrou uma maior atividade
pro-inflamatoria.

No entanto, quando a AFAL foi utilizada como agente antiflogistico, nao foi
capaz de inibir o edema de pata causado pela carragenina ou pela dextrana, mesmo na
maior concentragdo (1mgKg'). O fato da AFAL ndo apresentar atividade
antiedematogénica pode estar relacionado & caracteristica desta lectina em apresentar
oligomerizagdo dependente do tempo de dissolugdo. Este experimento ndo nos permite
apontar se a AFAL esta exercendo sua atividade edematogénica nesse modelo de
inflamacdo, no entanto indicam uma perspectiva para estudos posteriores para o
aprofundamento acerca do mecanismo de agdo da mesma.

O teste de atividade antinociceptiva da AFAL foi realizado utilizando o modelo
de contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético, em camundongos. A escolha deste
modelo deve-se ao fato deste se mostrar eficiente na avaliagdo de compostos, com efeito
antinociceptivo por tratar-se de um modelo pouco especifico (RABELO er al., 2003). O
acido acético é capaz de ativar a sintese endogena de prostaglandinas, bem como da
bradicinina, fator de necrose tumoral a, interleucina 1P, interleucina 8 (DARAEDT ef al.,
1980: DUARTE et al., 1988, HEAPY et al., 1993, RIBEIRO et al., 2000; TAKAHASHI
& PAZ, 1987) e das aminas liberadas pelo sistema nervoso. A AFAL quando testada
neste modelo apresentou efeito antinociceptivo, em camundongos nas doses de 0,1, 1 e
10 mg/Kg com diminuigdo de 50, 50 e 74%, respectivamente, no namero de contorgoes

abdominais em relagdo ao grupo controle. Entretanto, novas investigagdes sdo necessarias
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para elucidar este efeito uma vez que esta apresenta efeito pro-inflamatorio notavel e ndo
apresenta atividade antiinflamatoria. Outros testes como da formalina que avalia a fase
inflamatoria da dor e da placa quente poderiam ser utilizados para melhor esclarecer esta
atividade.

Bactérias fitopatogénicas do tipo Xanthomonas axonopodis pv passiflorae (gram
negativa), causadora da mancha oleosa do maracujazeiro, e Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (gram positiva), que provoca o cancro e murcha bacteriana do
tomateiro, causam perdas significativas na agricultura. Com o intuito de encontrar um
composto menos agressivo ao meio ambiente para o combate destas fitobactérias e pelo
fato de que as lectinas conseguem reconhecer fimbrias de bactérias por conterem
carboidratos a AFAL foi utilizada para testar a sua capacidade de inibir o crescimento
destas duas fitobactéria. Quando a AFAL foi incubada por um periodo de 1 hora com as
bactérias gram negativas apresentou uma capacidade de inibigdo do crescimento de 78%
em relagdo controle, resultado superior ao encontrado por CASTELLON (2004) ao
estudar a lectina de Parkia plathycephala (PPL2) que apresentou uma inibigdo do
crescimento das colonias em cerca de 60 % para esta espécie. No entanto, quando a
AFAL foi testada com a fitobactéria gram positiva o efeito inibitorio sobre o crescimento
foi de 92% portanto superior ao apresentado para o da gram negativa e também superior
ao apresentado pela PPL2 para esta mesma espécie que foi de 74,2% (CASTELLON,
2004). Estes resultados evidenciam uma atividade antibacteriana significativa sobre as
linhagens dos géneros Xanthomonas e Clavibacter testadas. A diferenga no grau de
inibicio da AFAL exibido sobre o crescimento das fitobactéria da espécie
C.michiganensis subsp. Michiganensis (92%) em relagdo ao de Xaxonopodis pv.
passifloreae (78%), pode-se atribuir ao fato de que as bactérias gram negativas
apresentarem uma maior complexidade de membrana (consideradas mais resistentes) ou
por apresentar um menor no tipo ou no tamanho dos carboidratos capazes de serem
reconhecidos por esta lectina em relagdo as bactérias gram positivas. O fato da AFAL
apresentar atividade antibacteriana apos o periodo de incubagio com as fitobactéria gram
negativas e gram positivas vem a evidenciar mais uma vez a particularidade desta lectina
em apresentar dimerizagdo e formagdo de tetrdmero e que esta agregacao ¢ muito

importante para a atividade bioldgica desta proteina.
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Na tentativa de reverter o efeito da lectina sobre as fitobactérias foram utilizados
diferentes monossacarideos (glicose, galactose, manose, N-acetilglicosamina, arabinose,
rafinose e frutose). No entanto nenhum destes monossacarideos foi capaz de inibir a
atividade da AFAL sobre o crescimento destas fitobactérias. Estes resultados sugerem
que a concentragio do agucar utilizado ndo tenha sido o suficiente ou que esta proteina
apresenta um sitio de ligagdo estendido, portanto necessitando de formas mais complexas
de aglicares como ¢é verificado para a VL (lectina de Acacia constricta) que ndo € inibida
por formas de mono e dissacarideos, ou ainda necessita de outro tipo de aguicar para inibir
lectina (GUZMAN-PARTIDA et al., 2004). No intuito de melhor analisar o efeito da
AFAL sobre as fitobactérias suas membranas foram analisadas por microscopia
eletronica de varredura, quando se verificou uma alteragdo na membrana onde se
evidencia descontinuidades e protuberincias o que leva a supor que a lectina esteja
interagindo com a membrana e tornando-a mais susceptivel.

Os experimentos da AFAL sobre a eclosio de fitonematoides da espécie
Meloidogyne incognita mostram que a eclosdo dos ovos foi significativamente reduzida a
medida que o tempo de incubagdo da lectina com os ovos aumentou. Podemos verificar
que a partir de 48 horas de incubagdo quase ndo ocorreu eclosdo dos ovos quando
comparado com o grupo controle. Esta potencializagdo do efeito da AFAL sobre a
eclosdo dos ovos dos fitonematoides decorrente do tempo de incubagdo pode estar
diretamente relacionada com a oligomerizagdo da lectina. Estes dados superam os
apresentados pela PPL2 que teve seu maximo atingido ap6s 72 horas de incubagdo (PPL2
+ ovos) e também pelos resultados apresentados por SALGADO (2001) onde observou
uma maxima inibicdo da eclosio de Meloidogyne exigua a partir do sexto dia de
incubagdio com extratos vegetais de canela e cravo da india. O efeito inibitorio sobre a
eclosdo dos ovos de nematoides pode estar relacionado ao fato de que a AFAL esteja
interagindo com a membrana que recobre a casca dos ovos, que € composta por quitina
ou também por esta consegui de alguma forma passar através da casca e agir diretamente
sobre o fitonematodide uma vez que este ao eclodir ndo apresenta mobilidade, ou ainda
que esta interagdo desagregue a estrutura de protegdo dos ovos com isso prejudica o
desenvolvimento normal dos os estagios pré-eclosdo, através da exposigdo destes ao meio

externo antes que consigam atingir o desenvolvimento necessario para a eclosdo.
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Para finalizar podemos dizer que o presente estudo marca o inicio do estudo de
uma proteina hemaglutinante que apresenta atividades biologicas extremamente
interessantes além de um comportamento fisico-quimico (hemaglutinagio e
oligomerizagdo) tempo dependente que merece estudos mais aprofundados, mas que so
serdo elucidados quando do estabelecimento da estrutura tridimensional desta lectina, o

que esta sendo realizado.



86

7 — CONCLUSAO

Este trabalho detalha a purificagio e caracterizagdo parcial quimica, fisico-
quimica e bioldgica de uma nova lectina da fragio albuminica da farinha de sementes de
Acacia farnesiana (AFAL) (Leguminosae, Mimosoideae). Esta lectina, que se mostrou
tempo dependente quanto a hemaglutinagio e a oligomerizagdo, apresentou atividade de
agregacdo plaquetaria, atividade pro-inflamatoria, antinociceptiva e ndo apresentou
atividade antiedematogénico, porém apresentou atividade bioldgica contra fitopatogenos
como bactérias gram positivas (Clavibacter michiganensis, michiganensis), gram
negativas (Xanthomonas axopodis pv. passiflorae) e nematoides da espécie Meloidogyne

incognita.
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