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RESUMO

As sementes de Dioclea guianensis Duke., varicdad

lasiophylla contém uma lectina especifica para manose/gli-
cose que fol purificada através de cromatografia de afini-
dade em Sephadex G-50. A lectina mostrou-se homogénca atra-
vés de varios critérios de pureza tais como imunoeletrofo-
rese, eletroforese em gel de poliacrilamida em condigcoes

nao-desnaturantes e cromatografias em DEAE- e CM-celulose.

A lectina de Dioclea guianensis assemelha-so a ou-

tras lectinas do género Canavalia e Dioclea em muitas de

}- 2

suas propriedades:& uma metaloproteina que requer Mn' ' o Ca
para exercer plena capacidade de aglutinar hemacias; © ini-
bida por manose, frutose e glicose mas nao por galactose;
nio & uma glicoproteina; possui composigao de aminoacidos
caracterizad~ pelo baixo conteudo em cisteina e metionina e
alto contelido em aminoacidos hidroxilicos e acidos o nao
apresenta ligagOes tipo S-S na sua estrutura nativa.

ior eletroforese em gel de poliacrilamida na  pre-
senca de dodeecil sulfato de sodio a  lectina de Nineclen
guianensis dissocia-se em trés bandas de proleinas < w ma
sas moleclares aparentes de 30, 18 e 12 KDa. As duos ban
das menores representam, provavelmente, fragmenton vl
tantes da clivagem proteolitica da subunidade princijpal,
exemplo do que ocorre com outras lectinas da tribc Dioclea
ja estudadas.

A pH 7,6 a lectind predomina como um dimero de pe-
so molecular de cerca de 47 KDa (74,4 %) coexistindo ainda
em menor proporgao um agregado de peso molecular de cerca
de 110 KDa (25,6 $%).

Por imunodifusao e "Western blots" foi constatado

gue a lectina de Dioclea guianensis possui determinantes an-

tigénicos semelhantes aos das lectinas extraldas de semen-

tes de Canavalia brasiliensis, Canavalia ensiformis, Dioclea

XV
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grandiflpra, Dioclea paraguariensis e Dioclea rostrata  mas
nac Lathyrus cicera, Lathyrus alternatus, Lathy:u odoral us
e Vatairea macrocarpa, O que sugere a estreita relacao  1ilo
gonclica entre as espéeies pertencentes o (ribo Diocloge i
a importancia fisioldgica destas proteinas que congervaran

muitas de suas caracteristicas durante a especiacio. .
Na avaliacao de sua toxicidade a lectina do Dioclen
guianensis impediu a sobrevivéncia de Artemia salina de  ma
neira dosc dependente. Esta toxicidade foi abolida pela pre
senga de glicose, um inibidor da lectina, sugerindo o envol
vimento dos sitios reativos a acgucares na letalidade desta

proteina.



ABSTRACT

Seeds of Dioclea guianensis Duke, var. lasiophylla

contain a mannose/glucose - binding lectin which was purified
by affinity chromatography on Sephadex G-50. The lectin
showed to be homogenous by immunoelectrophoresis,
polyacrylamide gel electrophoresis in non-denaturating
conditions and by chromatography on DEAE- and CM -
Sepharose.

The lectin of Dioclea guianensis resembles other

lectins of Canavalia and Dioélea genera-in many of their
physicochemical properties: it is ametalloprotein requiring
Mn*? and ca*? for full haemagglutinating activity; it is
inhibited by mannose, frutose and glucose but not by
galactose; it is devoid of carbohydrate; it possesses an
amino acid composition characterized by the low content
of cysteine and methionine and rich in hydroxylic and acidic
amino acids; and its native structure is devoid of any S-S
bond.

Sodium dodedyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis gave three protein bands with apparent
molecular masses of 30, 18 and 12 KDa. The two minor bands
problably resulting from the major subunit by proteolytic
clivage as observed for the lectins extracted from other
members of the tribe Diocleae.

At pH 7.6 the Dioclea guianensis lectin exists

predominantly as a specids of ‘apparent molecular weight of
47 KDa (74,4 %). An aggregate molecular weight of 110 KDa is
also present (25,6 %). '

Ouchterlony immunodifusion and Western blots

assays showed that the lectin of Dioclea guianensis is

immunochemically identical to the seed lectins of Canavalia

brasiliensis, Canavalia ensiformis, Dioclea grandiflora,

Dioclea paraguariensis, and Dioclea rostrata but antigenically

xviii
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distinct,from the seed lectins of Latryrus cicera, Lathyrus

alternatus, Latryrus odoratus, and Vatairea macrocarpa. The

cross-reaction observed within the tribe Diocleae suggests
that those lectins share the same antigoenic detorminant =
which were conserved during the evolution supporting Lhe
hypothese that these proteins have a important physiological
role in the plant.

The lectin of Dioclea guianensis shows to be toxic

to Artemia salina in a dose response fashion. It seems that

the binding sites to sugars are envolved since the presence

of glucose was able to abolish the lectin toxicity.



1 —= INTRODUCAO

1.1 - Consideracgoes Gerais

A capacidade de interagir especifica e reversivel-
mente com substancias de natureza diversificada € uma ca-
racteristica da maioria das proteinas. Exemplo dessas pro-
teinas sao as lectinas, que interagem com residuos de car-—
boidratos livres ou constituintes de membranas induzindo
aglutinacdo das células ou précipitagao de polissacaridios
e glicoproteinas. Esta propriedade pressupbe sua naturesa
multivalente, isto €&, a existéncia de, no minimo, dois si-
tios de ligagao para cada molécula, a fim de que haja o es-
tabelecimento de ligacgdes cruzadas entre células ou macro-
moléculas que contenham acgucar.

A capacidade de aglutinacao e eventual precipita-
¢do de polissacaridios, glicoproteinas ou células pelas le
tinas assemelham-se as reacOes tipo antigeno—-anticorpo. En-
tretanto, existem alguns aspectos fundamentais que, notada-
mente, as distinguem destes tGltimos. Ao contrario dos anti-
corpos, muitas lectinas sdo encontradas em plantas, micro-
organismos e virus (SHARON & LIS, 1989) que nao sintetizam
imunoglobulinas e, ainda, nao se encontram confinadas em 6r-
gaos ou tecidos especificos. Uma outra diferenca marcantoe o
que elas apresentam uma diversidade estrutural variando,
dessa maneira, em composi’cao de aminoacidos, peso wmolecu-
lar, dependéncia de metal e estrutura tridimensional.

Por outro lado, a habilidade de se ligar a carboi
dratos nao esta confinada somente as lectinas, uma voz que
muitas enzimas, tais como quinases, mutases, glicosidases e
transferases, que participam do metabolismo dos carboidra-
tos, também possuem esta propriedade. No entanto, TP S

destas proteinas possulrem esta propriedade em comum, as

1



lectinas sao classificadas distintamente desde que sao des-—
tituidas de atividade catalitica e, ainda, devido ao fato
das enzimas poderem conter apenas um sitio de ligagao para
carboidratos por molécula sendo, portanto, desprovidas de
atividade aglutinante.

Uma outra classe de moléculas que possui a capaci-
dade de aglutinar células sao os lipidios, como € o caso do
acido oléico e dioleil fosfatidio, e gangliosidios que aglu-
tinam eritrocitos de rato e coelho (TSIVION & SHARON, 1981).
Porem, em contraste com as lectinas, essas aglutinagoes sao
insensiveis a variacao de temperatura (RUSSEL et al., 1983)
e inibicao por aglcares simples (TSIVION & “HARON, 19i1).

Recentemente, foi relatada a existéncia e uma
classe de proteinas com ruitas gcaracteristicas em comum com
as lectinas, as hemilectinas (CARLINI et al., 1988). E:tre-
tanto, estas sao desprovidas de atividade hemaglutinante

aparentemente por possuirem apenas um sitio de ligagio.

Diante da existéncia de varias caracteristicas  om
comum entre as lectinas e alguns compostos, adefini¢ao mais
amplamente usada de lectinas & que estas sao proteinas de

origem nido imune, capazes de reconhecimento especifico o Li-
;agﬁu reversivel a carboidratos (ou compostos contend o o

boidratos) e de aglutinar células e glicoconjugados, =cm in-
duzir qualguer alteracao quimica nas mesmas (GOLDSTEIN et

al., 1°80; KOCOUREK & HOREJSI, 1983).

Apesar do estudo das léctinas ter se iniciado no
século passado, somente nas duas Ultimas décadas elas tém
se tornado um grande foco de interesse para os pesquisado-
res. A grande motiva¢ao nesta area da pesquisa € decorrente
dos numerosos efeitos que as lectinas exercem sobre varios

sistemas bioldgicos (LIS & SHARON, 1973).
A primeira referéncia de que extratos de plantas

possuem a capacidade de aglutinar eritrocitos humano on de



animais surgiu na Tese de Doutorado de HERMANN STILLMARK

(1888). Ele, estudando a toxicidade de Ricinus communis

(mamona), observou que quando extratos da planta eram adi-
cionados a uma suspensao de hemacias estas aglutinavam, sen-
do este efeito atribuido a uma proteina que ele denominou
de ricina. Logo em seguida, HELLIN (1891), observou gque uma
preparacao proteinacea obtida de sementes de Abrus

precatorius (jequiriti), denominada de abrina, também apre-

sentava propriedades semelhantes.
ApOs as descobertas iniciais de STILLMARK (1888) e

HELLIN (1891), foi detectada a presenca de atividade hema-
glutinante em outras espécies, tais como Croton triglium
(ELFSTRAND., 1897) e Robinia pseudoacacia (POWER & CAMBIER,
1889) . |

Estas descobertas logo atrairam a atencao de PAUL
EHRLICH (1891a,b) . que reconheceu nas aglutininas de plantas
melhores modelos antigénicos para a solucdo de problemas
imunoldogicos. Ao contrario das toxinas bacterianas elas eram
mais estaveis e podiam ser obtidas em larga escala. EHRLICH
verificou gue guando doses subletais de ricina ou abrina
eram administradas subcutaneamente em animais estimulavam a
producao de anticorpos que inibiam as atividades toxica e
hemaglutinante. Ele, entao, observou o desenvolvimento de
imunidade especifica contra elas, isto &, o soro anti-rici-
na naoc protegia os animais contra os efeitos toOxicos da
abrina, e vice-versa. Ele ainda observou que durante a gra-
videz esta imunidade era transferida da mae para o filho
pelo sangue e gue apés o nascimento ?sta transferéncia era
feita através do leite. Estudando o efeito inibitorio do so-
ro imune anti-ricina sobre a atividade hemaglutinante da ri-
cina, ele demonstrou que havia uma relacao guantitativa en-
tre o anti-soro e o antigeno neutralizado, realizando, por-
tanto, a primeira determinacao guantitativa de um anticorpo
"in wvitro”.

Apesar de STILLMARK (1888) ter observado que hema-
cias diferentes se comportavam diferentemente frente a mes-

ma lectina, somente por volta de 1908 & gque foi demonstrado
que as fitohemaglutininas eram espécie-especificas, isto &,



jue a atividade hemaglutinante detectada em extratos obli-
'los de diferentes sementes variava conforme a origem das
mmacias (LANDSTEINER & RAUBITSCHEK, 1908). Por excmp Lo

r

“trato de ervilha (Pisum sativum) aglutinava mais {.rio-

nte eritrocitos de coelho do que eritrdcitos de porco e
irneiro.

Embora a existéncia de fitohemaglutininas em ex-

‘ratos de sementes ja tivesse sido mencionada desde o sé-

1lo passado, somente em 1919 é que foi isolada a primeira

i tohemaglutinina, a concanavalina A, a partir de feijao-

de-porco (Canavalia ensiformis) (SUMNER; 1919). Mais tarde,

SUMNER e HOWELL (1936) verificaram que a concanavalina A
'lém de possuir a habilidade de aglutinar c&lulas, tais co-
no eritrocitos e leveduras, era gapaz de precipitar glico-
énio e mucoproteinas. Eles mostraram, ainda, que as ativi-
«lades da concanavalina A eram inibidas por acucar ‘de ca-
na, sugerindo que os receptores da lectina nas c~lulas aglu-
'inadas devia ser um carboidrato.

A propriedade de certas lectinas aglutinarem cspe-
vificamente hemacias s4 foi claramente determinada poYr
SUGISHITA (1935), quando estudou a lectina presente em soro
o enguia, e BOYD (1947) e RENKONEN (1948), em plantas,
PENKONEN (1948) mostrou que extratos de sementes de Vicia

racca adlutinavam preferencialmente hemacias do tipo A,
chquanto que extratos de sementes de Lotus tetragonolobus
ram especificos para hemacias do tipo 0. Algumas lec!inas
‘o, ainda, mais seletivas exibindo uma maior cspeci!
por determinados subgrupos sanguineos. BIRD (1951}
rvou gue lectinas de Dolichos biflorus aglubinavam i
Ortemente eritrocitos do tipo A, do que os do tipo A,. hg-
propriedade associada a eépecificidade das lectinas por
‘Lerninados carboidratos, teve um papel fundamental v oln-
~idacao das bases quimicas da esbecificidade do sistema ABO
(MORGAN & WATKINS, 1953). A partir de entado, estudos siste-
miticos foram intensificados na tentativa de de-cobertas de
novas lectinas que possibilitassem seu uso em tipagem san-—
guinea.

Embora ELFSTRAND (1897) ja tivesse sugerido a de-



‘ignagao de hemaglutinina para as aglutininas vegetal

o posteriormente extendido as imunoglobulinas, foram  Bovh
SHARPLEIGH (1954) que, devido a especificidade sanguinea
zibida por algumas aglutininas, propuseram o termo ool ina

(do latim "legere", escolher). Esta denominacao f»i, eontio,
stendida para todas as proteinas de origem nao imunc  cue

se ligassem a aclicares ou glicoconjugados sem modifica-los

covalentemente, quer fossem elas provenientes de plantas,

animais ou microorganismos.

Até o inicio de 1960 o interesse nas lectinas era
ilimitado. A partir de entao, ocorreram descobertas impor-—
tantes nesta area de investigacgdo cientifica atraindo un
naior nimero de pesquisadores. O primeiro grande passo foi
quando NOWELL (1960) observou que a lectina de Phaseclus
vulgaris, conhecida como PHA, era mitogénica. Esta desco-
berta causou um grande impacto a imunologia, desfazendo a
idéia de que os linfbcitos seriam células que ja haviam
atingido um estagio final nao podendo sofrer, portanto, di-
'isao ou diferenciagao posterior. Mais recentemente, foi

isto gque a capacidade mitogénica nao esta associada apecnas

1s lectinas de Phaseolus vulgaris, uma vez que a concanava-

lina A apresentava propriedade semelhante (NOVOGRODSKY &
ATCHALSKI, 1971). Esta descoberta foi de importancia fun-
‘hmental, uma vez que a atividade da concanavalina A, a0
‘ontrario da PHA, foi inibida por baixas concentragoes de
manose, - sugerindo que a estimulagao mitogénica era resul-
tante da interacdo da lectina com acucares da superficie ce-
lular.

Uma onbra descoberta marcante foi foeilta  po AL
o colaboradores (1963, 1965a,b) e BURGER e GOLDBERG(1967),
que observaram ser possivel a diétingao entre celulas nor-
mais e malignas através da lectina de germe de trigo

(Triticum vulgare), atribuindo esta capacidade de diferen-

ciacdo as alteracOes das propriedades da superficie das cé-
lulas cancerosas. Outras lectinas, tais como a concanavali-
na A (INBAR & SACHS, 1969) e a lectina de soja (Glycine max)
(SELA et al., 1970) foram também reconhecidas quanto & sua

capacidade de preferencialmente aglutinar células malignas.



Hoje em dia, elas sdo uma ferramenta muito Gtil na pesquisa
sobre o cancer.

A cromatografia de afinidade empregada para o iso-
lamento de novas lectinas (AGRAWAL . & GOLDSTEIN, 1965) jun-
tamente com a importancia de suas propriedades mitogénicas
e habilidade de distincao entre células sadias e malignas
deram um novo impulso ao estudo dessas proteinas. Como con-
sequéncia, fatos novos contribuiram significativamente para
o enriquecimento da historia das lectinas: o sequenciamento
e o estabelecimento, pela primeira vez, da estrutura tridi-
mensional de uma lectina, a concanavalina A (EDELMAN at
al., 1972; HARDMAN & AINSWORTH, 1972); reconhecimento da
participacdo de lectinas animais na endocitose de glicopro-
teinas (ASHWELL & MORELL, 1974) e de lectinas bacterianas
na infecgcao (OFEK et al., 1977) e, ainda, o uso de agluti-
nina de soja no transplante de medula (REISNER, 1987).

1.3 - Ocorréencia

As lectinas estdao amplamente distribuidas na natu-
reza, sendo encontradas tanto no reino animal como no reino
vegetal e até mesmo em virus (SHARON & LIS, 1989). -

A maioria das lectinas até hoje estudadas se en-
contra no reino vegetal, principalmente na familia
Leguminoseae (BOYD, 1963; SHARON et al., 1974). No entanto,

a distribuicao das lectinas difere entre as varias fami-
lias. Nas leguminosas, embora pequenas gquantidades de lec-
tinas possam estar presentes nos eixos e mesmo nas cascas
das sementes, grande parte delas se encontra nos cotilédo-
nes em organelas conhecidas como corpos protéiéos (CLARKE
et al., 1975). Nos cereais, como & o caso da lectina de ger-
me de trigo (WGA) ela esta associada ao embrido (MISHKIND
et al., 1980). As lectinas também podem estar associadas a
outras partes da . planta, como aguelas _isolddas

de espécies pertencentes a familia das Solaniceas gue estao

restritas aos tubérculos (MARINOVICH, 1964). Em muitas es-
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pceies de plantas as lectinas estdo ainda presentoe TIRTEY

em menor quantidade, em folhas (LAMB et al., 1987; Mt
PIERSON et al., 1987), raizes (CAMMUE et al., 1985), [(lores
(CAZAL & LALOURIE, 1952), caules (PUEPPKE, 1979), poricar-
pos (TALBOT & ETZLER, 1978) e em cascas de arvores (M5 LMBA-

LUBAKI et al., 1986).

Embora tenhamos nas plantas as principais fontes
de lectinas, um namero consideravel destas tem sido detro-
tado tanto nos vertebrados. como nos invertebrados. Em rela-
¢Ao aos vertebrados, dependendo da localizacao das lectinas,
elas sio distinguidas em duas classes: soluveis e ligadas
a membranas, plasmatica e/ou intracelular. Lectina solavel
foi encontrada no soro de Anguilla ggggiilQ(JONSSON,lﬂdd).
Ooutros autores também relataram a presenca de lectinas em
soros de outros peixes (DESAT & SPRINGER, 1972). Por outro
lado, lectinas de membranas foram encontradas no figado, mais
especificamente em hepatbcitos e células Kupflfer, de varios
animais, tais como coelho (LEE & LEE, 1988), rato ( LISTTRMAN
et al., 1986 galinha (BEYER et al., 1979). Lectinas f o
ram também encontradas em anfibios (ROBERSON & BARONDES,
1982), na medula de coelho (CATT & HARRISLUN, 1983), e
plasma humano (KAMAZAKI, 1986) e em pulmoes de rato (CERR
et al., 1984). Nos invertebrados, as lectinas foram cncon
tradas em esponjas (MULLER et al., 1979), caranguejos
(RAVINDRANATH & COOPER, 1984), caramujos (OTTAVIANI & TARUGI,
1986) e insetos (BARRACO & LOCH, 1988) .

As lectinas também tém sido encontradas em proto-
zoarios (PETRI et al., 1987), algas (BOYD, 1966), bactérias
(STUBBS, 1986), fungos (SAGE & CONNETT, 1969), virus
(PAULSON, 1985) e rickettisias ‘(GOLD & BALDING, 1975).

,

1.4 - Deteccao, Isolamento e Purificacao

A presenca de lectina em um dado material biologi-
co pode ser detectada verificando se a mesma aglutina =5 o ey

trocitos, precipita polissacaridios ou, ainda, qlicopro-



teinas. Bntretanto, a maneira mais simples de sc dobecd
sua presenca em uma dada preparacio & altravés de onsaio e
hemaglutinagao. Uma ver que os resultados sejam posiliveoe,
0 proximo passo & demonstrar que a aglutinacio ou poiecipi-
tacao pode ser inibida por aclcares simples ou comploxos.

A atividade hemaglutinante & normalmente dolermi-

nada pelo método de diluigao seriada, usando-se erilirocilos
modificados enzimaticamente ou nao, sendo a atividade ex-
pressa como o reciproco da maior diluigdo que da aglutina-
¢do visivel. O tratamento enzimatico mais usual das hemi-
cias € a digestdo com tripsina (LIS & SHAPON, 1972) ou neu-
raminidase (MARIKOVSKI et al., 1976) que, em geral, aumenta
a sensibilidade das células a aglutinacao. £ comum, tam-
bém, fixar os eritrdcitos com glutaraldeid» cu formaldeido

que, por conseguinte, estabilizam as células, obtendo-se,

assim, uma preparacao padrao capaz de ser utilizada por lon-
gos periodos de tempo (BUTLER, 1963; FISHER & BRANTON, 1974).

A obtencao de lectinas purificadas & essconcial poa-
ra o estabelecimento de suas propriedades molecularos, 1i-

siologicas e possiveis aplicabilidades. Até recentemente, as

lectinas eram isoladas atraves de métodos tradicionais e

Lracionamento de proteinas, como precipitacdo salina ou cro-
matografia de troca idnica. No entanto, devido ao fato das
lectinas serem capazes de reconhecimento especifico o liga-

¢ao reversivel a carboidratos, um novo método de isola-
mento tem sido empregado, a cromatografia de afinidade. Nes-
te processo, ocorre a interacao da lectina com uma matriz
derivada ou ligada, a um agucar inibidor especifico desta
proteina e, posteriormente, sua eluicdo com uma solucgao do
agucar especifico ou por diminuigdo do pH do eluente (LIS
et al., 1974). 3 :

Um numero consideravel de polissncaridios pode ser
usado como adsorventes, tais’ como a Sephadex (MORFIRBA et
al., 1983), quitina (SHANKAR-YER et al., 1976) e a goma
de guar (SALES et al., 1989). Outros procedimentos em—
pregados incluem o uso de colunas de Sepharose ligada a o=
no ou oligossacaridios ou, ainda, a glicoproteinas, —omo i

tuina (PINTO, 1987), mucina gastrica (ETZLER & KABAT, L9770)



e substancia do grupo sanguineo A, (de OLIVEIRA et al.,;
1989), e a ligantes sintéticos, por exemplo o N-f - aminoca-
proil e o N-acetilglucosaminilamina, que sao usados na pu-
ri fFicagao da aglutinina de soja ¢ de germe de trigo, (RCA%E:

pectivamente (LIS & SHARON, 1981). Estromas glutarizodos,
preparados a partir de hemacias humana, também foram nsados
no isolamento de lectinas presentes em sementes de Lris re-
presentantes do género Artocarpus (de OLIVEIRA, 1980; MO -
REIRA & OLIVEIRA, 1983).

A especificidade das lectinas pof aglucares &, nor-
malmente, determinada pela técnica de inibig¢do, na qual di-
ferentes monossacaridios, oligossacaridios ou glicopepti-
dios sao testados e comparados com base na concentracio mi-
nima necessaria para inibir a reacdao de hemaglutinac¢ao ou
precipitacao de glicoconjugados pela lectina.

De maneira geral, as lectinas sao classificadas de
acordo com suas especificidades por monossacaridios ecstabe-
lecida por MAKELA (1957) gque dividiu os monossacaridios ini-
bidores em quatro grupos dependendo da configuragao o ¢, o

C, do anel piranosidico: L-fucose (grupo 1), galactose /N-

acetilgalactosamina (grupo 1II), glicose/manose (grupo TT1T)

o jdose, gulose, L=-glicose e L=xilosc (grupo 1V). I
Linas especificas para galactose (¢ N-acctilgalaclosaming)

parecem ser as mais abundantes uma vez que estdao geralment
presentes em todas as classes de organismos. Por oulro la-
do, a distribuicac de lectinas fue ligam manose & main 1li-
witada tendo em vista que estas nao foram encontrado: iy
muiltos organismos, por exemplo nos invertebrados.

Embora esteja bem estabelecido que lectinas inte-
ragem preferencialmente com os monossacaridios,existmnlec—
tinas que se.ligam mais fortemente a oligossacaridios. Em
tais compostos, o monossacaridio para o qual a lectina é es-

pecifica esta presente, na maioria das vezes, na extremida-
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bioldgicas das lectinas permanecem mesmo gquando o agu-
car & removido ou modificado por tratamento quimico
ou enzimatico  (HOFFMAN & DONALDSON, 1987). Os aclicares
miis froquentemente encontrados sdo a manose o N=acelilgln-
cosamina embora muitas lectinas de legumes contenham
l-fucose e xilose (ASHFORD et al., 1987).

As lectinas vegetais se caracterizam por sercm ri-
‘as em acido aspartico, serina e treonina e, pobresem nmi-
wacidos sulfurados. No entanto, existem algumas excegoos,
como € o caso das lectinas de germe de trigo e de batata, que
=40 ricas em cisteina possuindo 20 e 11,5 % do total de re-
iduos de aminoacidos, respectivamente (ALLEN, 1983; ALLEN et
sy 1973)

As sequéncias primarias de muitas lectinas tem si-
do determinadas pelo emprego de métodos convencionais para o
uequenciamento‘meproteinas{HAPNERgﬁggl.,1983)e9por deducao
da sequencia de nucleotidios do DNA (cDNA) sintetizado pela
transcriptase reversa a partir do mRNA da lectina (VODKIN et al.,
1983), revelando a existéncia de varias lectinas homologas.
lxaminando a sequencia de aminoacidos da concanavalina A ¢ com-
wﬂrando—acxm.assequénciasckaoutraslectinas,Comoensde len=
tilha (FORIERS et al., 1978), ervilha (RICHARDSON et al., 1978)
= Dioclea grandiflora (RICHARDSON et al., 1984), observa-se um

~levado grau de homolugia. As similaridades das estruturas pri-
marias das lectinas pertencentes a uma familia de pla .t @ suge-
rem uma or igem genética comum para essas proteinas e, ainda, que
‘asta conservaqgio durante o processo evolutivo foi fundamental
1 preservacao das fun¢oes comuns das lectinas, bem come a

sbrevivoncia da espécie (HOWARD et al., 1979).

'.7 - Biologia das Lectinas de Plantas

A ocorréncia generalizada de lectinas na natureza
» sua habilidade em discriminar sacaridios intimamenb: re-
lacioandos, tem levado a uma série de especulacOes sobre

suas fungoes fisioldgicas. Existem varios indicios, tais co-
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mo a sua conservacao durante a evolucdo como familia de pro-
teinas homdlogas e o controle de sua sintese e degradacao
durante o ciclo vital do organismo, que reforcam a idéia
de que as lectinas, de fato, foram adaptadas para uma série

de papéis fisiologicos.

1.7.1 - Funcoes nas Plantas

Apesar de ser senso comum entre a maioria dos pes-
gquisadores de lectinas de plantas, a idéia de que elas sao
proteinas com papéis fisioldgicos bem definidos, estes ain-
da nao foram claramente determinados. As especulacoes fei-
tas a este respeito advém, primariamente, da capacidade das
lectinas de interagir com carboidratos (ou compostos gue
contenham carboidratos). CALLOW (1975) sugeriu que tal ca-
racteristica deveria ter alguma implicacdo "in vivo", pres-
supondo a existéncia de receptores glicidicos ou glicocon=-
jugados enddbgenos com os quais as lectinas estivessem des-
tinadas a interagir. De fato, tais receptores foram detec-
tados em sementes de varias espécies, tais como Canavalia

ensiformis (BOWLES & MARCUS; 1981), Dioclea grandiflora
e Dioclea esclerocarpa (HORTA-BARROS et al., 1987).

A presenca de sacarose e seus derivados em semen-

tes de leguminosas, levou a sugestao de que as lectinas po-
deriam participar na fixacao e transporte desses carboidra-
tos na planta, uma vez que esses aclcares participam da mo-
bilizacao de reserva de carboidratos (ENSGRABER, 1958).

Uma outra funcao atribuida as lectinas & gque elas
atuam como reserva para o vegetal. A ocorréncia de gquanti-
dades substanciais de lectinas em Orgaos de resérva, O con-
trole do seu aparecimento na semente e seu comportamento du-
rante a germinacdo assemelham-se bastante ao gue ocorre com
outras proteinas de reserva. (ROUGE, 1974), observou que as lec-
tinas e globulinas cotiledonarias de 1lentilha desapareciam
paralelamente ao longo da germinacao. No entanto, o compor-

tamento das lectinas de Canavalia brasiliensis durante a
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corpos vegetals gendo, dessa maneira;, prodnzidas em YOSPOST
ta a esfimulaqéo "antigénica“ por microorganismos (GAINT-
pAUL, 1961)- porém, até hoje, nao oxiste gualquer evidéncia
de gue plantas sio capazes de produzir anticorpos de wanei~
ra seme lhante ao sistema jmune dos animais, mas s apesar
disso, existem alguns jndicios que gugerem & participacéo
das lectinas ho mecanismo de defesa das plantas.

Um outro ponto de vista-que estabelece © envolvi=
mento das lectinas N& proteqéo das plantas contra alguns
microorqanismos patoqénicos foi ressaltado por MIRELMAN et
al., (1975) - Bles observaran que a aglutinina de germe de

trigo era capaz de s¢€ ligar a res?duos<ﬁ3N~acetilq1n'unnmi«

na existentes has hifas do fungo E;igﬁpdepmq viride, T s
rondo todo © processo anabdlico da quitina, pem como e
minacgao do esporo € crescimento do fungo-. Resultados ceme

lhantes foram obtidos com a lectina de patata em potrytis

cinerea (CALLOW, 1977) . Mais recentemente, foi ohaervadn

que algumas jectinas atuam inibindo a r.]ermin.u;ﬁo dog  vCape
ros de Neurospora crassay Aspergillus q@gﬁg}qﬂwm%

ggggigégigidia ochraceus.

Um exemplo muito investigado, envolvendo A intera-
cho lectina X nicroorganilsmnos patnqﬁnlcos, oa Pt eraeno
1ectina~nematéide gue resutta a6 blogueio do recunherimnnto
dos fatores quimiotécticos pelos nematoides (ZUCKERMAN,
1983). Este fato sugere due a lectina blogqueia O altera
a conformacéo dos quimioreceptores dos pematoides due me-
deiam a funcao de reconhecimento. MARBAN-MENDOZA et al.
(1987)constataram, recentemente, gue aplicacGes,semnuAlﬂ de
concanavalina A a uma concentragéo de 12 udy foram efelbivas

no controle dos nematoides de galhas (Meloiday, 1€



incognita) em plantas de tomate (Lycopersicon esculentum)
obtendo-se assim, um controle de ate 75 % do patdgeno on  re-
ando ds plantas ndo | nfectadas.

A relagao simbidtica entre o bactor i ae o
‘hizobium e as plantas lequminosas & de suma importineia no
dgricultura. Esta simbiose & um processo que envolve a1 ade

ao da bactéria a raiz, 1nfernall7agdo, e subsequente noda-
lagao que culmina na habilidade da planta infectada o i
Xar nitrogénio. Algumas evidéncias experimentais suge-
rem dque as lectinas estao envolvidas nessa interacdo,
uma vez gqgue elas sao componentes intrinsecos du maio-
ria dos legumes podendo agir no reconhecimento de agucares
presentes na superficie celular do simbionte (BAUER, 1981).
Esta idéia foi reforcada pela recente demonstragdao que uma
linhagem de células de raizes de soja era capaz de intera-

gir com Rhizobium Jjaponicum e, que, esta poderia ser eovi-

tada na presenca do aciicar inibidor (1O et al., 1986).
Ainda nesta linha, tem sido Obpecu[ado O meciniamo
de acao das lectinas de uma maneira mais direta. DAZZO &
colaboradores (1986), observando a interacio simbiotica en-
tre Rhizobium trifoli e Trifolium repens, propuseram «ue a
'actina interage com os sacaridios presentes nas =uper 3
'Lles celulares da bactéria e da raiz formando uma ponkte.
Jdém disso, eles mostraram que a trifolina. uma lectinag dn
zJLojlum.;gEens era capaz de interagir apenas com Rhizobium

'rifoli. REstudos posteriores demonstraram que a prosong

a lectina & um pré-requisito para que haja o desenvol«inin-

o do nodulo, pois as bactérias invadiriam e formariam no-
Tulos somente em alguns ho=pedeiros, sugerindo, desca ma-
thexdra, yquoe as lectinags se comportom como mediadoras o (REE

conhecimento e da ligacdo de bactérias especificas (LONG &
FHRHARDT, 1989; DIAY et gl., 1989).

A descoberta de que algumas lectinas sdo mitogéni-
cas levou a sugestdo de que elas poderiam estar envolvidas
M0S processos de diferenciacdo e desenvolvimento do embriao
da semente, possivelmente controlando a velocidade de Aivi-
580 celular. KAUSS e GLASSER (1974) sugeriram que as 1. tj-.

nas presentes na parede celular dos vegetais estdo enviilvi-



das em procgssos de crescimento celular. Tem sido conleni
do as lectinas o papel de reconhecimento celular o

plantas superiores e, particularmente, na inltevagao oo

pickilo (KNOX et al., 1976). Devido as loclivas ool
sociadas nao covalentemente a células da parede celul o
plantas & sugerido que elas possam ligar componentes 1 pao-
rede na forma de ligac¢Ges cruzadas, auxiliando na elonaagio

celular (KAUSS & GLASER, 1974; HAASZ et al., 1981). SIARON
e LIS (1972) propuseram que as lectinas podiam atuar como
agentes de manutencao de complexos multienzimaticos.

Apesar de nenhuma destas funcoes ter sido delini-
tivamente estabelecida, sabe-se que as lectinas sao pirotei-
nas de grande importancia para o vegetal, visto que ha va-
rios indicios de que elas conservaram muitas de suas pIro-
priedades fisico-quimicas e imunologicas dnrante a evolucio,
principalmente entre espécies do mesmo género (de OLIVIIRA;
1980; MOREIRA & OLIVEIRA, 1983); e familia (BHATTACHARYYA
et al., 1981).

L.7.2 - InteragOes com Outros Sistemas Biologicos

Todas as células possuem carboidratos em suas su-
perficies tanto na forma de glicoproteinas e glicolipidios
(eucarioticas) ou de polissacaridios (procarioticas). lsses
carboidratos servem como sitio de ligacdo para as lectinas,
liga¢des estas que induzem uma variedade de alteracdes nas
células que, por sua vez, refletem as atividades bioldgicas
das lectinas. O estudo dessas atividades fornecem informa-
¢Oes importantes a respeito das prdprias lectinas, bem como
de sua aplicabilidade. '

A reacgao de aglutinacdo foi a primeira manifesta-
¢ao de interagdo entre lectinas e células e constituiun uma
das maneiras mais faceis para revelar a presenca de loofbi-
nas em um material biologico. Embora a aglutinacao parega

um processo simples, @ necessario que algumas condig¢oos -



tre a lectipa e a célula complexante sejam satisfeita«=. Cou
relagao a lectina devem ser considerados seu peso moloonla
2 o namero de sitios de ligagao para carboidratos. Do ponto
de vigta da célula deve sor levado om consideracao o e o
© a acessibilidade dos sitios de ligacio para as lectinas,
fluidez das membranas, relevando-se, ainda, o estagio mota-
b6lico da edélula (NICOLSON, 1974). A aglutinacgao & ambhén
afetada por condigoes externas, tais como temperatura, con-
centracgao celular, etec. A participacao das lectinas nas rea-
goes de aglutinacao, constitui uma excelente ferramenta uti-
lizada na identificacio da natureza dos carboidratos pre-
sentes nas células, bem como para a detec¢ao de modifica-
cOes das superficies celulares durante os Processos normais
e patoldgicos, tais como crescimento, desenvolvimento  ou
transformacdes malignas (SELA et al., 1970}.

A estimulacao mitogénica de 1infocitos por certas
lectinas, constitui uma de suas principais atividades hio-
logicas, uma vez que a estimulagao de linfocitos & um fend-
meno chave na resposta imunoldgica. A primeira atividade mi-
togénica detectada em lectinas foij aquela associada + o
tina de Phaseolus vulgaris (NOWELL, 1960). Posterioim nte,
feram encontradas atividades semelhantes em lectinas isola-
das de Jiﬂiﬁlﬁﬁlﬂ? sativa (KOLBERG & SLETTEN, 1982), Canavalia
ensiformis (POWELL & LEON, 1970) e Lathyrus odoratus
(KOLBERG, 1978). A maioria das lectinas mitogdnicas o' heo
je estudadas estimulam somente uma populagao de linfieitos
timo-dependentes (células T ou linfocitos T), sendo ivaki-
vas para os linfocitos timo-independentes (células Boulin-
focitos B). No entanto, existem excegdes fora do rei-
“ho  vegetal, como é& o caso da lectina de Dictyostelium
purpureum (LIPSICK et gl., 11980} que estimulam cé-
lulas B mas ndo células T. HA também indicaydes que
estimulam tanto linfécitos T como B (SHARON & LTS,

1989). Um fato interessante & gque as lectinas mi-—
togéenicas, ao contrario dos antigenos, estimulam o
grande proporcao de linfbécitos susceptiveis indopen-
dentemente de SUd edpecificidade antigdénica. s}

nropriedade leva a uma amplificacgao da RN



Fa milogonica, auxiliande no estudo e deloecocaode all:qaco
associndas com a proliferacao celular (IMBODEN, 198%).

Varias lectinas mitogénicas participam Jdo  veacs
de lise celular, processo conhecido como citotoxiciduie de
pendente de lectina (YUE et al., 1973). Nessas reagocs nao
& necessario que haja especificidade imune entre as c¢élu-
las, haja vista a hakilidade das lectinas para ligar-se a
ambas as células, efetora e célula alvo, promoverdo, assim,
a proximidade necessaria para facilitar a atividade citoli-
tica das células efetoras. No entanto, deve ser ressaltado
que a ligacado das lectinas as células nao & suficiente para
desencadear o processo de lise celular, pois sabo-ne g
lectinas nao mitogénicas também ligam-se as células som cau-
sar-lhes nenhum dano. Tem sido proposto para as reacoes de-
pendentes de lectinas, gque estas se ligam e modificom a su-
perficie das células facilitando o reconhecimento polas of
lulas efetoras (SHARON & LIS, 1989).

Uma outra participacgao das lectinas em processos
de citotoxicidade & na destruicdo de células tumorais pelos
macrofagos (ROTHLEIM & KIM, 1982). Essa propriedade o me -
diada por um nimero limitado de lectinas que sdo hibois po
ra se ligarem a carboidratos das celulas alvos e efaloras.

Uma outra atividade biologica atribuida a algumas
lectinas & a acgao insulinomimética. E hoje bastante cviden-
te gue a concanavalina A, aglutinina de germe de f{rigo e
outras lectinas (CUATRECASAS & TELL, 1973; SHECHTER & SELA,
1981) mimetizam os efeitos da insulina nos adipocitos osti-
mulando a lipogénese, o transporte de glicose e a inibigio
da lipOlise. Esta atividade pressupde gque existem recepto-
res glicidicos nas superficies celulares para a insulina comn
0os quais as lectinas sao capazes de interagir (CUATRICASAS,
1973).

1.8 - Aplicagao das Lectinas

As lectinas se caracterizam por apresentaram wumsa



série de propriedades bioldgicas singulares e algumais das
quais ja tém sido empregadas em estudos biogquimicos, <lini-
cos ¢ bioldgicos (SHARON & LIS, 1989).

A inibigdo da interagao especifica onbtre um hiopo
limero o uma lectina por aglcares simples, pooade ‘ F
como uma evidéncia de que o polﬁw-n)cnntﬁminwlwd<h 4
sim & gue as lectinas tém sido utilizadas como supor bon o
cromatografias de afinidade para o isolamente e demonabioa-
cdo da natureza glicoprotéica de receptores de hormonios,
fatores de crescimento, neurotransmissores, imunoglobilina:s
e compostos relacionados (GIOANNINI et al., 1982).

As lectinas tem dado uma grande colaboracao ao co-
nhecimento da estrutura gquimica das membranas, das vias in-
tracelulares de glicosilagdao de proteinas e de mudancas gue
ocorrem em glicoconjugados durante a diferenciaglo, cresci-
mento e desenvolvimento celular (LIS & SHARON, 1986).

As modificagdes no contetido, na distribuigao o
acessibilidade de glicoconjugados celulares e extracelularves
sao, frequentemente, associadas com os processos patologi-
cos. Assim sendo, o estudo das lectinas tem se intensifica-
do na tentativa de usa-las como reagentes nos diagnosticos
rm casos clinicos. Dessa forma, & que numerosos estudos tom
sido feitos comparando a ligag¢ao das lectinas a células nor-
mais e malignas. Tais investigagdes tem contribuldo g
esclarecimento das alteragOes estruturais dos carboidratos
das superficies celulares que acompanham as transformacoes
malignas, bhem como, na caracterizacao de metastases (FDRItENAL,
1983; FISCHER et al., 1984). Assim, estudos de interacio dn
lectina de Helix pomatia com células malignas, fornccevam
indicacbes que esta node ser utilizada no prognostico de
cancer de mama (YUAN et al., 1986). Por outro lado, om-
hora tenha sido detectado um nimero consideravel do 1o
tinas que interagem com células malignas, o uso clinico des-
tas ainda & limitado. A principal razdo para isto & que os Lu-
mores geralmente mostram uma heterogeneidade celular. Ainda na
patologia as lectinas tém se mostrado como excelentes for-
ramentas nos estudos de doengas lisossomais (CASTAGNAROD o1 .,

1987; LAGERON, 1987) e da pneumonia (DAMJANOV, 1987).
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Na clinica, lectinas tém contribuido para a eluci-

dacdo da estrutura quimica dos determinantes de grupos san-
guineos do sistema ABO. Assim, estudos de inibic¢ao por hap-

tenos com as lectinas de Phaseolus limensis, Vicia cracca,

especificas para o grupo A e de Lotus tetragonolobus e

Anguilla anguilla, especificas para o grupo O, forneceramas

primeiras indicac¢bes de que N-acetilgalactosamina o I
fucose desempenham um papel importante na especilicidade
dos grupos A e O(H), respectivamente (LIS & SHARON, 1986).
Lectinas também tém sido usadas na distingao de ceélulas e
subgrupos sanguineos como exemplo temos a lectina de Dolichos
biflorus (JUDD, 1980) e Crotalaria striata (de OLIVEIRA et

al., 1990) gque distinguem o subgrupo A, do A, e a lectina

de Vicia graminea que diferencia células M e N (PRIGENT &

BOURRILLON, 1981). Aindaruipesquisacliniéa, a estimulacgao
mitogénica por lectinas, em particular a PHA e a concanava-
lina A, fornecem ummeio facil e simples para avaliar a  imu-
nocompeténcia de pacientes padecendo de uma diversidade de
doencgas, como por exemplo os portadores da AIDS (SHARON &
LIS, 1989). Ainda nesta area, as lectinas tém se mostra-
do uma ferramenta poderosa nos estudos de transplante de me-
dula (REISNER & GAN, 1985; REISNER, 1987), no efeito do
voo espacial sobre o funcionamento do sistema imune do ho-
mem (COGOLI & TSCHOPP, 1985) e na identificacao de células
leucémicas (GABIUS et al., 1988).

A seletividade de lectinas por glicoproteinas de
superficies celulares tem sido empregada em microbiologia e
em parasitologia. Assim & que lectinas tem sido usadas na

diferenciacao de membros da familia Neissariaceae. SCHAEFER

et al. (1979) encontraram que a aglutinina de germe de tri-

go aglutina mais fregquentemente Neisseria gonorrhoeae do que

Neisseria meningitidis, embora tenha sido relatado que a

maioria dos gonococii, uma cepa de Neisseria lactamica e va-

rios meningococii também interagem com a aglutinina de ger-
me de trigo (CURTIS & SLACK, 1981). As lectinas também tém
auxiliado na diferenciacdo entre formas prociclicas de tri-

panossomas africanos (MUTHARIA & PEARSON, 1987) e de cepas
de Tripanossoma cruzzi (SCHOTTELIUS, 1982).




1.9 - Lectinas nas Dietas

-

Devido a grande tendéncia atual a utilizacio de
alimentos naturais, principalmente de origem vegelal B8
tendo em vista que um aumento no suprimento de protoinas
animais nao & realistico, as proteinas vegoelais terio uma

fungao mais relevante no campo da nutrigdo animal.

E de conhecimento geral que a maior parte dos ali-
mentos, principalmente os pertencentes a familia Logumi-
noseac, contém lectinas as gquais podem ser potencialmente
toxicas quando consumidas, representando um grande risco pa-
ra a saude animal e humana (LIENER, 1986; PUSZTAL, 1989). A
toxicidade parece depender nao somente do animal que ingere
essas lectinas, mas do tipo de lectina utilizada. O qrau do
toxidez das lectinas de diferentes origens pode ser atri-
buida a variac¢des na susceptibilidade a digestdo no intes-
tino dos animais.

Realmente, tem sido observado que proteinas vege-
tais siao, geralmente, mais resistentes ao ataque proteoli-
tico do que as proteinas de origem animal (LIENER, l976;
BRESSANI & ELIAS, 1980; PUSZTAT, 1985). Experimentalmonte,
tem se verificado que certas lectinas sao altamente resis-
tentes a protedlise no trato gastrointestinal, visto que al-
gumas lectinas podem ser recuperadas intactas e biolngica-
mente ativas em amostras de fezes de ratos alimentados  con
dietas contendo lectinas de Phaseolus vulgaris (PUSYTAT,
1981), Canavalia ensiformis (NARKATA & KIMURA, 1985) o Cana-
valia brasiliensis (VASCONCELOS et al., 1989).

Sendo as lectinas resistentes a digestdo no inltes-
tino elas podem reagir com carboidratos existentes nas men-
branas das numerosas células intestinais, interferinds nas
.suas fun¢des digestivas, absortivas, protetoras e socreto-
rias (JAFFE, 1960). Assim é que tem sido obscrvado e a

lectina de Phaseolus vulgaris se liga as wmicrovilo i

40 duodeno e jejuno de ratos, resultando no aparecin il
iestes e desenvolvimento anormal das vilosidides (MR i
=t al., 1979:; KING et al., 1986).
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pPor outro lado, a ingestao de lectinas toxicas pro-
voca um desequilibrio do metabolismo intermediario das pro-
teinas, gorduras e carboidratos, possivelmente devido a al-

teracoes da permeabilidade intestinal (DONATUCCI et

al. .,
1987) . Ademais, lectinas podem interagir com hidrolases da
superficie intestinal interferindo no processo normal de ab-
sorcao, uma vez dque estas enzimas desempenham um papel fun-
damental na digestao de proteinas e carboidratos (TRIADOU &
AUDRAN, 1983). Mais ainda, esta interagan causa uma inibi-
cio das peptidases (ERICKSON & KIM, 1983) e enteroquinases
(ROUANET et al., 1983) intestinais. De fato, foi verificado
gue muitas vezes a ingestao de lectinas induz uma reducao
das atividades das peptidases da mucosa intestinal (HIGUCHI
et al., 1984; ROUANET et al., 1985).

Kssas observacoes dos efeitos dés lectinas sobre a
estrutura e funcio absortivas do intestino apoiam a suges-
t3o original de JAFFE (1960) de que os resultados ohserva-
dos devido a ingestdo de lectinas se devem a habilidade de-
las combinarem-se com receptores celulares intestinais es-
pecificos, levando a uma interferéncia nao especificaemre-
lacio a absorcgao e utilizacdo dos nutrientes. Realmente,
grande parte das lectinas ocasiona uma modificacao das vi-
losidades intestinais, reducao da area de absorcao e acele-
racio da perda de células. Todos esses danos podem justifi-
car o baixo valor nutritivo das proteinas de leguminosas
guando ingeridas cruas.

De maneira geral, a administracao oral de lectinas
a ratos e camundongos causa um retardamento no crescimento,
distirbios gastrointestinais e, eventualmente, a morte
(ISHIGURO et al., 1983; VASCONCELOS et ﬂ., 1989).

PUSZTAI et al. (1981), consideraram a possibili-
dade das lectinas intactas ou parcialmente digeridas pene-
trarem no sistema circulatdrio levando a uma serie de rea-
¢bes adversas, tais como a inibicao da sintese de proteinas,
hipersensibilidade imune local ou sistémica ou, ainda, a da-
nificacdo direta dos tecidos. Exemplos mais diretos de al-
teracdes causadas pela ingestdo de lectinas toxicas € a hi-

perplasia pancreatica, causada pela lectina da soja {GRANT
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et al., 1987) e atrofia do timo, decorrente da lectina de
Phaseolus vulgaris (de OLIVEIRA et al., 1988; de OLIVEIRA,
1986) .

Assim a combinacdo de todos esses efeitos pode afe-
tar a utilizac¢ao dos nutrientes bem como o crescimento o !

saude dos homens e animais.

1.10 - Destoxificacao

Os efeitos toxicos das lectinas podem ser minimi-
zados pelo uso de EDTA (YARIV et al., 1968), urea, deter-
gentes sintéticos e enzimas (LIENER, 1958), extremos de pH
(SHIOMI et al., 1979) e tratamento térmico (LIENER & HILL,
1953; GRANT et al., 1982).

Um nimero consideravel de trabalhos mostrou que o
tratamento térmico tem sido bastante aplicado na inativacio
de substancias antinutricionais por ser um método acessivel
e facil. No entanto, a eficacia desse tratamento depende das
condigdes em que ele & feito. Por exemplo, OSBORNE e MENDEL
(1917) verificaram que o aquecimento a seco & menos efetivo
do que sob condi¢Ges aquosas. Assim & que a lectina presen-

te em sementes de Phaseolus vulgaris retém parte de sua ati-

vidade mesmo quando submetida a aquecimento a seco durante
18 horas (de MUELENAERE, 1964) , enquanto que o cozimento das
mesmas a 100°C por 10 minutos & suficiente para abolir toda

sua atividade toxica (GRANT et al., 1982). pPor outro lado,

O superaquecimento leva, algumas vezes, a inviabilidade de
certos aminoacidos resultando na reducao do valor nutritivo
do alimento. Assim, a eficacia da inativacgao dos fatores

antinutricionais depende do controle da temperatura, assim
céﬁo da duracao do tratamento.

Estratégias alternativas visando a eliminacio to-
tal da toxidez das lectinas ou mesmo sua reducgao no vegetal
tém sido empregadas. Exemplos destas sao a autoclavagem
(KAKADE & EVANS, 1965) e a obtencio de cultivares genelica-

mente modificados contendo um baixo teor de lectinas, sem,



contudo, alterar a proteina total da semente (00l &

BI:ISS, 19BS).

1.11 - Objetivos do Trabalho

O presente trabalho tem como objetivo a purifica-
¢ao da lectina presente em sementes de Dioclea guianensis
Duke, var. lasiophylla e a sua caracterizacdo parcial atra-
vés de métodos fisicoquimicos, imunoquimicos e bioldgicos.
Pretende-se também com os dados obtidos, demonstrar a se-
melhan¢a desta lectina com outras ja isoladas de sementes
de espécies pertencentes a tribo Diocleae e assim, indire-
tamente, comprovar a importancia fisiolodogica dessas protei-
nas para o vegetal, bem como contribuir com a idéia de seu

uso como marcadores taxonomicos.



2 - MATERIAIS

2.1 - Sementes

No presente trabalho foram utilizadas sementes de

Dioclea guianensis Duke, variedade lasiophylla, coletadas

no campus da Universidade Federal do Ceara.

2.2 - Sangue

Amostras de sangue humano do sistema ABO foram ob-
tidas de doadores sadios através do Centro de Hemoterapia do
Ceara (HEMOCE).

Amostras de sangue de coelho foram obtidas de ani-
mais adultos mantidos no biotério do Departamento de Bioqui-
mica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara.

Amostras de sangue de boi, carneiro, porco e ove-
lha foram coletadas de animais pertencentes ao Departamento
de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade

Federal do Ceara.

2.3 - Cistos de Artemia salina

Gistos de camarao (Artemia salina Leach) foram

doados pelo Setor de Microbiologia do Departamento de Bio-

logia da Universidade Federal do Ceara.
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2.4 - Outros Materiais

Acrilamida, N,N-metileno bisacrilamida, agarose,

albumina sérica bovina, inibidor de tripsina de soja, oval-

bumina e superose 6 HR 10/30, Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA.
Adjuvante completodeETeund,B.D.Merieux,Frnucn.
Beta-mercaptoetanol e dodecil sulfato de sodio, E.

Merck, Darmstadt, Alemanha.

Bio Gel P-100, Bio Rad Laboratories, EUA.

CM-Sepharose, DEAE-Sepharose e Sephadex G-50 e
G-100, Uppsala, Suécia.

Diaminobenzidino, Pharmacia, Uppsala, Suécia.

Ovos de camarao, Carolina Biological supply
Company, Burlington, North Carolina, Gladstone, Oregon.

Os demais reagentes foram de grau analitico o ob-

tidos comercialmente.



3 - METODOS

3.1 - Preparacao da Farinha

Sementes quiescentes de Dioclea guianensis Duke ,

foram primeiramente fragmentadas e, em seguida, trituradas
em moinho de café (Krups tipo 200). A farinha resultante
foi transferida para frascos hermeticamente fechados e man-

tida a temperatura de aproximadamente 8°C.

3.2 - Analise Elementar

3.2.1 - Determinacao de Umidade

Para a determinacao da umidade, pesa-filtros tara-
dos contendo de 1 a 2 gramas de farinha de Dioclea

guianensis, foram colocados em estufa a 110°C por 24 ho-

ras. Em seguida, eles foram transferidos para um dessecador
até que atingissem a temperatura ambiente. Os pesa-filtros
foram pesados e colocades na estufa por mais quatro horas
e, assim, sucessivamente até a obtencao de pesos constan-
tes. O teor de umidade foi calculado pela diferenca entre
os pesos inicial e final das amostras, sendo esse valor ex-

presso em percentagem.

3.2.2 - Determinacdao do Nitrogénio Total

A determinacao do teor de nitrogénio total da fa-
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rinha de Dioclea guianensis foi feita seguindo-se o nétodo

descrito por DAVIDSON (1970).

Amostras contendo de 5 a 10 mg da farinha Forammi-
neralizadas na presenga de 1,5ml de acido sulfiirico concen-
trado e 1,5 g de catalisador (K,s0, + Cus0O,.5H,0, na pro-
porcao de 5:1, peso/peso). As amostras digeridas foram, en-
tao, transferidas para um destilador de Kjeldahl onde foram
adicionadas 25 ml de agua deionizada e 15 ml de NaoOl 40 2.
O destilado foi coletado em 10 ml de acido borico a 2 % cu-
cerrando o indicador verde de bromocr~sol e vermelho de me-
tila e titulado com HC1l 0,01 N, que havia sido previamente
padronizado usando-se amostras de (NHQ)HSOQ de massa conhe-

cida.

3.2.3 - Determinacao de Lipidios Totais

Os lipidios totais foram determinados conforme a
técnica descrita por TRIEBOLD (1946), sendo o éter substi-
tuido por hexana.

Amosltras contendo de 1 a 2 gramas da fLfavinha d
Dioclea guianensis foram pesadas em cartuchos de papel  do
filtro e colocadas em um extrator de Soxhleb contendo hexa-
na normal por aproximadamente 4 horas. Ao término da extra-
¢do, o solvente foi evaporado em banho-maria a 70°C e, em
seguida, o material extralido pesado. A fracao lipidica to-

tal foi estimada em percentagem do peso seco da amcstra.

3.2.4 - Determinacao de Cinzas

Para determinacdao do teor de cinzas foram utiliza-

dos cadinhos de porcelana tarados contendo de 1 a 2 gramas

da amostra. Os cadinhos foram colocados em mufla a 500°C
até a completa destruigdo da matéria organica, apds o  quo

foram mantidos em um dessecador até que atingissem a ompe-
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ratura ambiente. Em seguida, eles foram pesados e o leor de
cinzas calculado por diferenga e expresso em percentagem do

peso seco da amostra.

3.3 - Determinacgdo da Concentracao Otima de NaCl para Bxtra-

¢ao da Atividade Hemaglutinante

A farinha de Dioclea guianensis preparada cono des-

crito em 2.1 foi submetida a extracdao com agua desiilada e
com solucoes de NaCl a diferentes concentracoes (0,1, 0,2,

0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 M) na relacao de 1:10 (peso/volume)

por 4 horas sob agitagdo constante a temperatura ambicnte.
0Os extratos foram centrifugados a 20.000 = g (centrifuga
Sorval RC-5) por 20 minutos a 59C. Os sobrenadantes ol idos

foram [iltrados em papel de filtro Whatman ne 1 e gcubmebi
dos a ensaio de atividade hemaglutinante e dosagem de  pro-

teina. Os precipitados foram descartados.

3.4 - Leterminagao do pH Otimo de Extracao

A farinha de Dioclea guianensis, obtida conforme o

item 2.1, foi submetida a extracao com NaCl 0,15 M na pro-
porgao de 1:10 (peso/volume), sendo o pH ajustado com HCL
ou NaOll para os seguintes valores: 2, 4, 6, 8 e 10. Fstas
suspensocs foram deixadas 4 horas a temperalura ambriontoe
sob agitac¢dao constante e, entao, centrifugadas a 20.000 x g
por 20 minutos, a 5°9C. Os sobrenadantes foram filtrados em
papel de filtro. 0Os residuos obtidos foram desprezados e
ligquotas dos sobrenadantes foram usadas para determinngao

le proteina e ensaio de atividade hemaglutinante.



3.5 - Preparacdo do Extrato Total a pH 8,0

Conforme os resultados obtidos nos itens 1.3 o

3.4, farinha de sementes quiescentes de Dioclea guiancnsis,

preparada como descrito em 2.1, foi submetida a oxtracao
com NacCl 0,15 M, pH 8,0, na proporg.o de 1:10 (peso/volume)
por 4 horas a temperatura ambiente. ApOs esse tempo, 2 sus-

pensdao foi centrifugada a 20.000 x g, por 20 minutos, a 5°C

e em seguida, filtrada em papel de filtro. O residuo foi

descartado e o sobrenadante obtido, chamado Extrato Total,
foi usado para determinagao da atividade heragluti.onte e
de proteina. O extrato total foi dialisado contra agua du-
rante 48 horas e, posteriormente, liofilizado e armazenado

a 7°C, para uso posterior.

3.6 - Determinagdo de Proteinas

As dosagens de proteinas nas diversas amostiao  fo
ram feitas pelo método de BRADFORD (1976). A 100 pl de amos-
tra, em diferentes concentragoes foram adiciorados 5 ml do
reagente de Bradford. A mistura foi agitada e apos 10 minu-
tos foram feitas as leituras das absorbancias a 595 nm em
espectrofotometro Varian 634. A concentragio de proteinas
foi estimada em relagao a uma curva padrao obtida com albu-
mina sérica bovina.

A concentragao de proteina nos eluatos das colunas
cromatograficas foi determinada pela medida da absorbiancia
a 214, 230 ou 280 nm.

3.7 - Determinacao da Atividade Hemaglutinante

A atividade hemaglutinante foi determinada nfili-
zando-se o método descrito por MOREIRA & PERRONE (1977) mo-



dificado para uso de hemacias a 2 % em NaCl 0,15 M na pre-
senca de ca™ e Mn'>5 mM usando-se tubos de ensaio.

As amostras a serém dosadas foram submetidas a di-
luicdes seriadas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.) em sali-
na 0,15 M contendo CaCl, 5mM e MnCl, 5mM. A 0,25 ml de cada
diluicao foi adicionado igual volume de uma suspensao de he-
macias de coelho ou de outros animais. Os tubos foram incu-
bados a 379C por 30 minutos e deixados em repouso por mais
J0 minutos a temperatura ambiente. A sequir, o material foi
centrifugado a 3.000 x g (centrifuga Olidef c¢z) por 30 se-
gundos e as leituras feitas a olho nG, sendo o titulo ex-
presso como unidade de hemaglutinacao (UH). 1 unidade do he-
maglutinagao & definida como sendo o inverso da maior di-
lui¢de de uma dada solugdo que ainda & capaz de aglulinar
uma suspensao de hemacias a 2 %.

’.8 - Cromatografias

3.8.1 - Cromatografia de Afinidade em Sephadex G-50

Ensaios preliminares de inibicao por agicares cim-
ples indicaram que a glicose era capaz de inibir a aglnti-
nagdo de hemacias de coelho por extrato total de semcntes
'le Dioclea guianensis. Desse modo, Sephadex G-50 foi usado
'omo suporte de afinidade para o isolamento da lectina.

As cromatografias de afinidade em Sephadex G-50 fo-
ram feitas em uma coluna medindo 48 x 2,5 cm, preparada so-—
qundo DETERMAN (1969). O gel foi entumescido com agua por
18 horas e a coluna montada deixando-se o gel sedimenta: por
gravidade. A colura foi, entao, equilibrada com NaCl ©#,15 M
contendec CaCl, 5mM e MnCl, 5mM sendo a segquir aplicado o
hxtrato Total. Inicialmente a eluicgao foi feita com a mesma

solucao de equilibrio e, em seguida, com glicina-HC1 0,1 M

pH 2,6 contendo NaCl 0,15 Mou solugoes de glicose 0,1 M em

Hacl 0,15 Mdemodo aeluir todoomaterial retido na coluni, M
luic¢do foui feita a um fluxo constante de 22 ml/horae as

\

e 0,3 ml tiveram suas absorbancias determinadas a 280 nm om
um espectrofotometro Varian 634. Os picos obtidos f(oram
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usados para dosagem de protéina e atividade hemaglutinante,

dialisados, liofilizados e estocados para uso posterior.

3.8.2 - Cromatografia da Fragao PIII em Coluna de DEAE-

Sepharose

A fracdo retida na coluna de Sephadex G-50, deno-
minada PIII, foi submetida a cromatografia de troca idnica
em uma coluna de DEAE-Sepharose preparada segundo PETERSON
& SOBER (1962). A resina foi previamente lavada com agua
seguida de NaOH 0,1 M, agua, HCl1l 0,1 M e agua. 0 gel foi
usado para montagem de uma coluna medindo 26 x 1,3 cm sendo,
a sequir, equilibrada com tampao tris-HC1l 0,05 M pil 7,6
contendo CaCl, 5mM e MnCl, 5mM. A coluna foram aplicados
15 mg do PIIT dissolvidos em 1 ml do tampao de equilibrio.
A eluicao foi feita com o tampidoc de equilibrio até a obten-
¢ao de todo material ndo retido e, em seguida, com um gra-
diente, linear de NaCl (0 =1 M; 140 ml) preparado no tam-
pao inicial. Todo processo cromatografico foi feito o un
fluxo constante de 34,8 ml/hora, sendo os efluentes da co-
luna recolhidos em fragdes de 2,4 ml/tubo. A absorbancia a

230 nm e a atividade hemaglutinante foram determinadas como

ja citado nos itens 3.6 e 3.7, respectivamente,

3.8.3 - Cromatografia da Fracao PITI em Coluna dee i

Sepharose

As cromatografias de troca idonica em CM- Sepharose
foram feitas em uma coluna medindo 28 x 1,5 cm, preparada
segundo PETERSON & SOBER (1962). O adsorvente foi lavadoe
com agua seguida de HC1l 0,1 M, agua, NaOH 0,1 M e Aaqua. A
coluna equilibrada com tampao tris-HC1l 0,05 M, pH 7,6, fo-
ram aplicados 15 mg do PIII dissolvidos em 1 ml do tampao de

equilibrio. A eluic¢do foi feita com o tampio de equilibiio
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seguido por um gradiente linear de NaCl (0=1 M; 140 ml). Fo-
ram coletadas fragbes de 2,9 ml/tubo mantendo-se um fluxo
de 34,8 ml/hora. A absorbancia a 230 nm e a atividade homa-
glutinante foram determinadas como ja citado nos itens 3.6

e 3.7, respectivamente.

3.8.4 - Filtracao em Gel da Fracdo PIIT em Bio Gel P-100

Com a finalidade de determinar o peso molecular da
lectina em estudo, foi utilizada uma coluna de Bio Gel P-100

medindo 82 x 1,7 cm. O gel foi entumescido com agua por pe-

‘o menos 72 horas e a coluna preparada deixando-se o ygel
gsedimentar por gravidade sendo, a seguir, equilibrada com
tampao tris-HC1 0,05 M, pH 7,6 contendo NacCl 0,15 M, 0]

SmM e Mncl, 5mM.
A coluna foi previamente calibrada com "Blue dextran”,
albumina sérica bovina, ovalbumina, inibidor de tripsina de

soja e lectina de Dioclea grandiflora. A coluna padronizada

foi aplicada a fracdo PIII obtida por cromatografia emn
Sephadex G-50. Todas as amostras encerravam 2,5 mg das di-
ferentes substancias dissolvidas em 250 ul do tampao de
equilibrio e foram eluidas com o mesmo tampao. 0 fluxo foi
mantido a 6 ml/hora sendo coletadas fragoes de 1,9 ml/tubo.
O peso molecular foi determinado com relacio as amostras de

peso molecular conhecido.

}.8.5 = Fracao PIIJ em Coluna de Sephadex G-=100

A fracao PIII foi submetida a filtracdo em gel em
nluna de  Sephadex G-100 (87 x 1,7 cm) equilibrada o
luida com tampdo tris-HCl contendo glicose 0,3 M.

Amostras de "Blue dextran", albumina sérica l.ovi-
1, ovalbumina e inibidor de tripsina de soja, foram ulili-

wlas a fim de calibrar a coluna. A coluna padronizada  foi



aplicada uma aliquota do PIII. As amostras (2,5 mg/250 1)
foram eluidas usando-se o mesmo tampio de equilibrio. o flu-
®0 foi mantido a 28 ml/hora sendo os efluentes da coliun: re-

colhidos em fragdes de 2,4 ml/tubo.

3.8.6 - Filtracao em Gel da Fracdo PIII em Coluna de Supe-
rose 6 HR 10/30 Acoplada em FPLC

Aliguotas de 100 nl da fracdo PIlL foram analisa-

das num sistema de FPLC (Pharmacia) equipado com uma coluna

de filtracao em gel, Superose 6 HR 10/30, equilibrada o
clulda com toapdo tois=HCL 0,05 M, plt 7,5 ¢ monitord, Q
214 nm. A eluicao foi feita a um fluxo de 0,1 a 0,5 wl/min

e as fracdes recolhidas em um coletor automiatico FRAC/T00.
As fracoes coletadas foram submetidas ao ensaio de ativida-

de hemaglutinante como ja descrito no item 3.7.

3.9 - Eletroforeses

3.9.1 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com 8DS na

Presenga e Auséncia de Beta-mercaptoetanol

As eletroforeses em gel de poliacrilamida contendo
5DS, na presenca e auséncia de beta-mercaptoetanol, [ oram
[eitas sceqguindo-se o método de LAEMMII (1970), adaptado pa-
va o uso de placas medindo 17,5 x 16,5 cm. Para a monbtagem
las placas foram usados um gel espagador, encerrando 2,95
le acrilamida e 1 % de SDS em tampao tris-HCL 1 M, pil 6,8
> um gel de separagao, contendo 17,6 % de acrilamida o 1
le SDS em tampao tris-HCl 1 M pH 8,8.

Farinha (60 mg/ml), amostras liofilizadas de ex-
frato total (1-2 mg/ml), bem como lectinas (1-2 mg/ml) de

varias espécies de leguminosas foram dissolvidas em tampao
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fosfato de sodio 0,01 M, pH 7,0, contendo 1 % de SDS e,
quando requerido, 1 % de beta-mercaptoetanol. As amostras
tratadas com beta-mercaptoetanol foram incubadas a 100°C
por 10 minutos, sacarose a 20 % e azul de bromofenol a
0,05 % foram adicionados as:-amostras.a fim de:aumentar a
densidade e permitir a visualizacao da frente da corrida,
respectivamente. Aliquotas de 8 ul foram aplicadas aos po
cos existentes no gel espacador.

Para desenvolvimento da eletroforese>foi aplicada
uma corrente de 40 mA, durante 4 hora, utilizando-se uma
fonte regulavel de corrente continua Buchler. As proteinas
foram visualizadas por tratamento com solugcao de coomassie
brilliant blue R-250 0,005 % em metanol, acido acético e
agua (4:0,7:5,3) por um periodo de 16 horas. O descoramento
foi feito em uma solucdao de metanol, acido acético e agua
{3;5:1:8;:0)

3.9.2 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida para  Protel

nas Basicas.

Amostras liofilizadas de PIII, obtidas por cromato
grafias de afinidade em Sephadex G-50 e das fracdes ativas
obtidas por cromatografias de troca idnica (DEAE- e CM-Se
pharose) foram estudadas por eletroforese em gel de polia-
crilamida segundo a técnica descrita por REISFELD (1962).

Tubos medindo 12,5 x 0,5 cm, foram montados usando-
se géis de concentracOes de acrilamida diferentes: um gel
espacador e um gel de corrida encerrando 2,5 e 7,5 % de
acrilamida, respectivamente.

As amostras foram dissolvidas em tampéé tris-HC1

0,01 M pH 6,8 de modo gque suas concentracoes finais fossem

de 2 mg/ml. Aliquotas de 10 a 20 ul contendo fucsina a
0,5 % ( a fim de permitir a visualizacao da frente de cor-
rida) foram aplicadas aos tubos de gel e submetidas

a uma corrente de 6 mA/tubo durante 3 horas.



A coloragao para deteccdo de proteinas foi foita
com coomassie brilliant blue R-250 0,005 % em metanal, Acido
wcotico e agua (4:0,7:3,3) durante 16 horas. Para o e
loracdo foi utilizada uma solucio de metanol, acide ac e

agua (3,5:1:8,0).

J.10 - Métodos Imunoquimicos

3.10.1 - Preparagdo de IgG (Coelho) contra Proteinas de

Dicclea guianensis

Antissoros contra extrato total e fragao PIT] de

Dioclea guianensis foram obtidos em coelhos albinos adul-

tos. A sensibilizacdo inicial foi feita por via intramuscu-
lar, na coxa, com uma emulsio contendo extrato total (10 mg)
ou PITI (2 my) dissolvidos em 0,5 ml de NacCl 0,15 Me 0,5 ml

do adjuvante completo de Freund. Apos 21 dias, foi adminis-

trado subcutaneamente, nas costas do animal, uma doss de
reforgo encerrando a mesma quantidade de proteina disoofvi-
da em 1,0 ml de NaCl 0,15 M. Decorridos 15 dias do primoiro
reforgo, foi feita a primeira sangria na orelha do fnimal
2 dado uma dose adicional igual a anterior. O sangue cole-
tado foi deixado em repouso por uma hora a 379C e o SOY0
btido centrifugado a 4.000 x g por 10 minutos. 7

' entdo, foram feitas sangrias o administradas do: vl

toais de reforgos a intervalos de 7 dias ato (e ’

reumu lada uma quantidade de soro satbisfatoria. As  Tmuneag Lo
bulinas foram obtidas conforme FIGURA 01 segundo o mlLodo

de HARBOL & INGLID (1973).
Antes dos animais terem sido sensibilizados, cous
soros foram coletados e usados como controles nos experi-

mentos imunoquimicos.
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(NIT,,)

, 50, ha proporg¢ao Ao

25 g/100 ml
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24 horas

+ centrifugacdo a 15.000 = g,

20 min,

49

|

PRECIPITADO

SOBRENADANTT,
(Desprezado)

+ 25 ml de (NHA)ZSQ* 175 M

+ centrifugagao a 15.000 x g, 20 min, 4°C

SOBRENADANTE

{Desprezado)

DBRENADANTE

pHl 5,0

"ICO I (nao retido)

+ liofilizacao
119G + IgA

+ dialise com agua

|

PRECIPITADO

A+
4-

Cromatografia em DEAE-Sephadex
A=50 em tampao acetato 0,05 M,

25 ml de agua

dialise com agua (2 .
24 horas)

dialise com tampio ace-
tato 0,05 M pH 5,0 (1
X 24 horas)

dialise com agua (2 x
12 horas)

dialise com tampio ace-
tato 0,05 M pH 5,0 (1
¥ 24 horas)

diadlise com agua (2 »
12 horas)

dialise com tampio ace-
tato 0,05 M pH 5,0 (1
®x 24 horas)

cenkrifugagcao a | OO

X g, 20 min 49¢
o t

PRECIPITADO

(Desprezado)

MIGURA 01 - Esquema geral para obtencio de IgG de coelhon.
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1.10.2 - Imunoeletroforese

As experiéncias de imunoeletroforesce usados Py
wallar a purificagao do PIII foram desenvolvidas soginio
método descrito por CLAUSEN (1969).

Gel de agarose a 1 % em tampao tris-barbital pH
8,8, foi montado em placas de vidro medindo 19 x 6,5 cm. ApoOs
a solidificacao foram feitos orificios ao lado de uma cana-
leta central cortada longitudinalmente, onde foram aplica-

das as amostras de extrato total de Dioclea guianensis e da

fracao PIII. A eletroforese foi desenvolvida a uma tensio
constante de 7 volts/cm durante 3 horas. Ao final da corri-
da eletroforética, a IgG contra extrato total de Diocles
guianensis foi aplicada na canaleta e deixada difundir por

48 horas, em camara umida, de modo a permitir a reacio an-

tigeno e anticorpo. Em segquida, as placas foram imersas  em
NaCl 0,15 M por 48 horas e lavadas com agua destilada POT
24 horas. O gel foi entdo seco e corado com coomncsie
brilliant blue 0,005 % por 12 horas e descorado com acido

acético a 7 %.

1.10.3 - Imunodifusao
Os ensaios de imunodifusao foram efetuados scanin-
do-se a béenica de imunodifusio dupla de Outcherlony dos-

crita por CLAUSEN (1969).

Gel de agarose a 1 % contendo 0,02 % de azida so6-
dica Foi preparado em tampdo tris-barbital, pH 8,8, e mon-
tado em placas de vidro medindo 10,5 x 8,0 cm. Apds solidi-
ficagio, foram feitos orificios seqguindo-se um esquem: que
permitia a comparacdo da lectina em estudo (PIIT) com ou-

tras pertencentes ou ndao a tribo Diocleae. Nos orificins ra-
diais foram aplicadas as solugdes de lectinas (25 mg/ml)y e

nos orificios centrais as amostras de IgG anti PIII (50 mg/

ml) . Antigenos e anticorpo foram deixados difundi por pelo



menos 48 horas em camara umida e apos a formacdo dos arcos
de precipitacao, as placas foram imersas em solucdo de NaCl
0,9 % contendo azida sodica 0,02 % durante 48 horas, com di-
versas trocas, a fim de retirar as proteinas que nio reaqgi-
ram. O NaCl foi retirado das placas através de lavagens su-
cessivas com agua destilada por 24 horas. 0O gel foi posto
para secar numa estufa a 37°9C e corado com solucgao de Ponceau
5 (0,1 % em acido acético 2 %) seguido de Verde Brilhante
(0,1 2 em acido acético 2 %). A remocido do excesso do co-

rante foi feita com solucadao de acido acético a 7 %.

1.10.4 - "Western Blots"

A técnica descrita por TOWBIN et al., (1974) foi
usada nas experiéncias de Western blots",
Amostras liofilizadas (1 mg/ml) das lectinas de

Dioclea guianensis, Dioclea grandiflora, Canavalia brasi-

liensis e Canavalia ensiformis foram submetidas a corrida

ecletroforética seguindo-se o mesmo procedimento citado no
item 3.9.1. Em seguida ogel de corrida foli colocado entre uma

folha de papel de filtro e outra de nitrocelulose e o con-

junto encubado no tampdo tris-glicina pH 8,3. Apds 30 minu-
tos o conjunto foi montado na cuba de transferéncia como
mostra a FIGURA 02. A transferencia para o filtro de nitro-
celulose foi feita a 4°C com uma corrente de 6v/cm.h. /Apds
transferéncia, o filtro de nitrocelulose foi posto em con-
tato com a IgG anti-PIII de Dioclea guianensis por 2 horas
1 379C e, em seguida, lavado pelo mencs 5 vezes com | ompao
tris-HCl pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M, BSA 1 % e Tween 20
0,05 % (tampao de lavagem). Posteriormente, o filtro dv ni-

trocelulose foi colocado em contato com o anticorpo secun-
dario marcado (Peroxidase-anti IgG de coelho) por 1 haora a
19 e, a seqguir, submetido ao mesmo processo de 1 prpei)
1A citado. A revelacio foi feita usando-se uma solug do
ris 2 M contendo diaminobenzendino (DAB), H,0, 30 % o dgua

tdeionizada, sendo o excesso da solucao de revelacdo
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FIGURA 02 - Esquema do modelo sanduiche usado nos «orperi-

mentos de "Western blots".



——

40

retirado com agua deionizada.

. = Ensaio de lnihlgﬁg da Atividade Heawvglabinoen

Aglicares

Solugoes 1 M (em NaCl 0,15 M) de varios coarbhoi -
dratos foram utilizadas para determinacao da especificida-
de da lectina por agucares. A partir da solugdo inicial fo-
ram feitas diluicOes seriadas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/ 32,
etc.) com solugdao de NaCl 0,15 M contendo cacl,5mM e MnCl,
5mM. A 0,25 ml de cada diluicao foram adicionadas aliguotas
de 0,25 ml de uma solucao de PII1 que apresentava uma ati-
vidade hemaglutinante de 2 UH/ml  0Os tubos foram, entao,
incubados a 379C por 30 minutos e depois deixados em repou-
so por mais 30 minutos a temperatura ambiente. Apos esse
tempo, a 0,5 ml de cada diluicao foi adicionado igual volu-
me de uma suspensiao de hemacias de coelho a 2 %. 0s tubos
foram novamente incubados a 37°C por 30 minutos, mantidos a
temperatura ambiente por mais 30 minutos, e centrifuqgados
3.000 x g (centrifuga Olidef cz) por 30 segundos. A copeci
ficidade da lectina foi determinada comparando-se as meno
res concentragoes dos diferentes aglcares capazes de inibis

completamente a atividade hemaglutinante.

3.12 - Efeito do EDTA e dos Cations Ca'’e Mn'’ sobre a Ati-

vidade Hemaglutinante

Para a determinacao do efeito do EDTA na atividade

hemaglutinante foram preparadas solucdoes contendo 2 mg/ml
da fragao PIII dissolvidas em NaCl 0,15 M e em solu¢oes  do
EDTA a 0,025 M; 0,05 M; 0,20 M e 0,25 M gue foram, entao,
deixadas em repouso durante 30 minutos. A seguir, foram re-

tiradas aliquotas das solugOes para ensaio de atividade con-

forme descrito no item 3.7. A concentracao de EDTA satisfa-
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toria foi determinada com base no maior titulo de inibicao
de aglutinacao obtido pelas diferentes molaridades de IDTA.
ApOs a obtencdo da concentracdo de EDTA mais ofe-
tiva (0,20 M), a fracgao PIII foi desmetalizada de wordoe
com o método descrito por GALBRAITH & GOLDSTEIN (1970). 50

mg da lectina nativa foram dissolvidos em 7,5 ml de  Agua
deionizada sendo, a seguir, dialisada contra EDTA 0,20 M
por 48 horas e, posteriormente, contra agua deionizada po
pelo menos 48 horas. Foram realizadas, ainda, mais duas

didlises sucessivas, utilizando-se acido acético 1 M e agua

deionizada por 48 e 50 horas, respectivamente. A solucao
dialisada foi liofilizada e submctida a ensaio de hesmag 1 u-
tinagao.

O efeito dos cations Ca'? e Mn'? foi determinado
através da ativacdo da fragdo PIII que havia sido dcsmeta-

lizada como descrito acima. Amostras contendo 2 mg/ml do ma-

terial liofilizado foram dissolvidas em NaCl 0,15 M conten
do ca? e Mn'? em concentragoes variando de 0 a 10 M. A
partir de entao, foram avaliadas as atividades hemagluti-

nantes para os diversos tratamentos.

3.13 - Determinacgao de Aglicares

O teor de acgucares foi determinado de acordo com a

técnica descrita por DUBOIS et al., (1956).A Aliquot: doe
0,3 ml de uma solucgao contendo 0,3 mg da fracio PIII, que
havia sido previamente dialisada contra acido acético | M,
foram adicionadas 0,7 ml de agua, 1 ml de fenol 5 % o &5 nl
de acido sulflrico concentrado. A mistura foi inicialmont:

agitada e, entdo, deixada em repouso por 15 minutos. A se-
guir, foram feitas leituras das absorbancias a 490 nm. A
quantidade de aglcar foi determinada fazendo-se referincias

a uma curva de calibracdo previamente feita com glicose.



Com a finalidade de detectar o grau de especil f st
dade sanguinea da fragao PIII, foram feitos ensaios de albi-
‘idade hemaglutinante com suspensoes de hemacias (nornois e

ripsinizadas) a 2 % como descrito no item 3.7. Para o on-
1io, foram utilizadas amostras (2 mg/mi) do PIII dissolvi~
das em NaCl 0,15 M e hemacias de coelho, boi, porco, ovelha
o carneiro. 0Os eritrdocitos tripsinizados foram obtidos so-
guindo-se a técnica usada por LIS & SHAROM (1972). Inici:
mente, 1 ml de sangue foi lavado trés vezes comNaCl 0,15 M
sendo, a seguir, adicionado tripsina na proporgao de 0,2 ug
de enzimi por 10 ml de sangue. Esta suspensao, foi deixada
er repouso por 1 horala temperatura ambiente com agitacdes
ocasionais e centrifugada a 3.000 x g por 5 minutos. O pre-
cipitado foi lavado por 6 vezes consecutivas com uma solu-
¢do de NaCl 0,15 M e o precipitado resultante da Gltima la-
vagem suspenso em salina 0,15 M. Os titulos foram delermi-
nados observando-se a ultima diluicao de PITI que ainda

apresentava aglutinacao.

1.15 = Alguns Parametros Nutricionais

.15.1 - Analise de Aminoacidos
A determinacdo da composicdao de aminoacidos foi
feita pelo método de MOORE et al. (1958). Cisteina e Metio-

nina foram determinadas pelo método de MOORE (1963).



3.15.2 - Termoestabilidade

3.15.2.1 - Termoestabilidade da lectina nas semente:s

A estabilidade térmica da atividade hemaglulinante
presente em sementes quiescentes de Dioclea guianensis foi

determinada submetendo-as ao cozimento a aproximadameunte

100°C. As sementes foram retiradas a intervalos de 5, Lo,
20, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos. Apds secagem a 37°C em
estufa de circulacao forgada de ar foram preparadas fari-

nhas e entao submetidas a extragio como descrito cm ' ', D
extratos totais obtidos foram retiradas aliquotas pooa ol
terminacAo de proteina e ensaio de atividade hemaqgln!inani

seguindo-se os métodos descritos anteriormente.

3.15.2.2 - Termoestabilidade da fracido PIII

Com a finalidade de avaliar a termoresisténcia da
lectina purificada, amostras da fragao PIII (2 mg/ml) foram
dissolvidas em NaCl 0,15 M contendo CaCl, 5mM e MnCl, 5mM e
incubadas em banho-maria a 70, 80, 85, 90 e 100°9C por pe-
riodos de 5, 10, 20, 30, 60, 90 ¢ 120 minutos. As amostras
aquecidas foram centrifugadas a 3.000 x g por 15 minutos o
aliquotas foram retiradas dos sobrenadantes para dosagem de
proteinas e ensaio de atividade hemaglutinante como Pmewvina

mente descritos.

3.16 - Bicensaio com Artemia Salina LEACH

No intuito de especular a toxicidade da lectina (e
bioclea guianensis, bioensaios usando-se Artemia saliuna fo

ram feitos seguindo-se a metodologia desenvolvida por MEYER



et al. (1982).

Ovos (5 mg) de Artemia salina foram colocadns pa-

ra eclodirem em um aquario contendo 5 1 de agua do mar, sub-
metida previamente a um processo de filtragao no LABOMAR
(Laboratorio de Ciéncia do Mar) da Universidade Federal do

Ceara. ApOs 48 horas, as larvas foram coletadas usando-se
uma pipeta Pasteur e transferidas para frascos, cada um en-

cerrando 10 larvas e 5 ml de agua do mar. Em seguida, foram

adicionados a cada frasco amostras de PIII de modo a s=2 ob-
ter concentracGes finais de 10, 100, 1000 e 2000 pg/ml ou de
caseina nas mesmas concentrag¢oes (controle). Paralelamente

foram feitas experiéncias usando-se amostras de concanava-
lina A (1000 pg/ml) e da lectina de Dioclea guianensis
(2000 pg/ml) com glicose 0,1 M. Foram usados glicosc 0,1 ™
e caseina como controle. A cada frasco, uma gota de uma sus-
pensao de levedura (3 mg/5 ml de agua do mar) foi adiciona-
da como alimento. Decorridas 24 horas, as larvas vivas fo-
ram contadas e o percentual de morte de cada dose determi-

nado.



4 - RESULTADOS

4.1 - Caracterizacao da Sementes de Dioclea guianensis Duke

A semente de Dioclea guianensis Duke, variedade la-

siophylla (FIGURA 03), presente normalmente em namero de 7
em vagens medindo aproximadamente 75 x 1,5 cm, é caracteri-
zada por apresentar um tegumento castanho colado a améndoa,
forma eliptica e peso médio de 0,10 g, sendo cerca de 90 %

do peso constituido pela améndoa.

4.2 - Efeito da Concentracdo de NaCl na Extracdo de Protei-

na e da Atividade Hemaglutinante de Dioclea guianensis

Os resultados obtidos gquando a farinha de Dioclea

guianensis foi submetida a extracdao a diferentes concentra-

coes de NaCl estdao apresentados na TABELA 01, onde se pode ob-
servar a inexisténcia de diferencas significativas no que
diz respeito ao teor protéico e a atividade hemaglutinante.

Tendo em vista este fato, optou-se pela concen-
tracao de NaCl 0,15 M para extracao da proteina por ter uma

tonicidade proxima aguela do sangue.

4.3 - Efeito do pH na Extracdo de Proteina e él_a atividade

Hemaglutinante de Dioclea guianensis

A TABELA 02 mostra os resultados da influéncia do

pH na extracao de proteinas e da atividade hemaglutinante.

Pode-se observar uma solubilidade crescente das proteinas a

45



gementes de 1 joclea



TABELA 01 -

I'xtracao da

tinante de

s proteinas e da a'ividade homagln-
3

sementes de Dioclea guianensis o d°

ferentes concentracgioes de NaCl.

Protelina

extraida Atividade  Hemayglul inond

Hdﬁl mg/g de farinha UH/g farinha UH/mg proteing
(x 10%)

Agua 38,25 &1;52 301,18
0,1 38,55 15, 36 398,44
0;2 41,25 15536 . 372;36
0,4 39,90 15,36 384,96
0,6 40,80 15,36 376,47
0,8 43,80 | 15,36 350,68
1,( 43,05 15,36 356,79
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TABELA 02 - Extracao das proteinas e da atividade hemagluti-

nante de sementes de Dioclea guianensis a dife-

rentes valores de pH.

Proteina extraida Atividade HemaglutinanteP
pH? mg/g de farinha UH/g farinha UH/mg proteina
(x 10-3)
(% £¢) (x ¢ (x t5)

2,0 55,9 ¥ 4,6 19,5 * 2,6 349,5 &+ 81,9
4,0 29:2 ¥ 3,2 19,5 * 2,8 677,4 & 104,8
6,0 52,4 & 2,4 21,1 * 2,4 446,7 % 23,6
8,0 72,4 £ 0,9 63,7 T 0 766,0 £ 120,2
10,0 88,4 T 4,2 23,4 £ 4,7 200,5% 114,8

a - Meio de extracao: NaCl 0,15 M com pH ajustado com HC1

ou NaOH 1 N.
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partir do pH 4,0, enguanto que uma melhor purificacao foi
obtida nos valores de pH 4,0 e 8,0. A atividade total ex-
traida foi cerca de 4 vezes maior em pH 8,0 do que aquela

extraida a pH 4,0.

4.4 - purificacdo da Lectina de Sementes de Dioclea guianensis

De posse dos resultados obtidos, foi usado NaCl
0,15 M pH 8,0 como solucao extratora das proteinas e da ati-
vidade hemaglutinante.

Ensaios preliminares de inibicao mostraram que a
atividade hemaglutinante do extrato total de Dioclea

guianensis era inibida por aclicares simples, tais como gli-

cose e manose. Assim sendo, o extrato total foi submetido a
fracionamento em coluna de Sephadex G-50, previamente equi-
librada com NaCl 0,15 M contendo CaCl, 5mM e MnCl, 5mM.

O perfil cromatografico (FIGURA 04) obtido mostra
a existéncia de trés picos: dois (PI e PII) ndo ficaram re-
tidos na coluna sendo eluidos com a propria solucao de equi-
l1ibrio. Um terceiro pico (PIII), que contém toda a ativida-
de hemaglutinante, so0 foi eluido com solucdo tampdo glici-
na-HC1 0,1 M, pH 2,6, contendo NaCl 0,15 M ou com uma solu-
c3o de glicose 0,1 M preparada em NaCl 0,15 M.

A TABELA 03 mostra os dados referentes a recupera-
cao total da proteina e atividade hemaglutinante durante a
purificacao. De acordo com OS result9dos obtidos verificou-
se gue a cromatografia em coluna de Sephadex G-50 se mostra
eficaz para fracionar as proteinas e separar a lectina de

Dioclea guianensis, resultando numa purificacao de cerca de

62 vezes e um rendimento em torno de 182 % em relacdo ao ex-
trato total. Isto se deve provavelmente a eliminacdo de ini

bideores presentes nas sementes.
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FIGURA 04 - Cromatografia de afinidade do extrato total em
coluna de Sephadex G-50 equilibrada com HNaCu
0 15 M contendo CaCl; 5mM e MnCl, mM, e eluida
com a mesma solucdo, seguida de tampdo glicia
-0Hcl 0,1 M pH 2,6 ouglicose 0,1 MemNaCl 0,15 M

Amostra: 35 ml; Fluxo: 22 ml/hora Fragao: 3,0 ml



TABELA 03 - Purificacdo da atividade hemaglutinante a partir do extrato total de sementes de

Dioclea guianensis por cromatografia de afinidade em Sephadex G-50.

Volume Proteina Atividade Atividade Purificacao
Fracao . Hemaglutinante Especifica
(ml) (mg/ml) (UH/m1) (UH/mgP) (x)
Extrato
100,0 9,2 1448 157,4 -~
Total "
PIII i 151,3 0521 2048 9572,4 62

IS



4.5 - Critérios de Avaliagdo do Grau de Purificagao da Lec-

Com a finalidade de avaliar o grau de purecza da

lectina de Dioclea guianensis obtida por cromatografia de

afinidade em Sephadex G-50, a fracao PIII foi submetida a
cromatografia de troca ionica em coluna de DEAE-Sepharose
previamente equilibrada com tampao tris-HC1l 0,05 M, pH 7,6.
0 padrdo cromatografico (FIGURA 05) obtido mostra que toda
a fracdo PIII foi eluida em um Gnico pico nao retido, o qual
concentra toda atividade hemaglutinante.

A fracdo PIII foi também submetida a cromatografia
de troca idnica em coluna de CM-Sepharose previamente equi-
librada com tampao tris-HCl 0,05 M pH 7,6. A FIGURA 06 mos-
tra que a fracdo PIII foi retida sendo eluida como um tnico
pico a uma concentragao dé NaCl 0,2 M. Esses resultados su-

gerem um elevado grau de hemogeneidade da fracdo PITI.

Quando as fracgoes ativas, obtidas por cromatogra-
fia de afinidade em coluna de Sephadex G-50(PIII})e por Ero-
ca ibnica em coluna de DEAE- e CM-Sepharose, foram submeti-

das a eletroforese em gel de poliacrilamida para proteinas
basicas sob condig¢Oes nao desnaturantes (FIGURA 07) foram
encontrados padroes essencialmente iguais para as trcs fra-
¢bes, apresentando-se como uma unica banda com migracoes
eletroforéticas semelhantes e comparaveis a fragao PlLLL do

Dioclea grandiflora.

Por imunoeletroforese em gel de agarose contra I[gG

anti-extrato total de Diggkgg guianensis (FIGURA 08), foil
observado que enquanto o extrato total apresenta pelo menos
cinco arcos de precipitacdo reconhecidos pela IgG, a fragdao

PITI apresenta um dnico arco de precipitagao.

Por imunodifusao dupla de Outcherlony em gel de
agarose contendo IgG contra PIII, observou-se que a lgG re-
conhece apenas uma fracdao tanto no extrato total comn no
PIII.Por sua vez, quando a mesma experiéncia foi feita usan-
do-se I1gG contra extrato total, detectou-se no extratn to-

tal a formagldo de pelo menos 3 arcos de precipitacac, n
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FIGURA 05 - Cromatografia da Fracao PIII em coluna de DEAE-
Sepharose eluida com tampao tris-HCl1l 0,05 M, pH
7,6, seguido de NaCl 1 M no mesmo tampao.

Amostra: 12 mg/ml; Fluxo: 40 ml/hora; Fracdo:3,0 ml
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FIGURA 06 - Cromatografia da Fracao PIII em coluna de CM-
Sepharose eluida com tampao tris-HC1l 0,5 M, pH
7,6, seguido de NaCl 1 M no mesmo tampao.

Amostra:10 mg/ml; Fluxo: 40 ml/hora; Fracac 3,0 ml



FIGURA 07 - Eletroforese em gel de poliacrilamida s=sem DS
para proteinas basicas das fracgdes ativas obti-
das em colunas de Sephadex G-50(b), CM-Sephar
se(c) e DEAE- Sepharose(d).

(a) Dioclea grandiflora.




FIGURA 08 - Imunoeletroforese em gel de agarocse do FPBxtrato
Total(l) e da Fragao PII1I(2) de Dicclea

guianensis.




guanto que a fracao PIII apresentou um uanico arco (FIGUI

09).

1.6 - Propriedades da Lectina de Dioclea guianen:si

Farinha, extrato total, PI e PII e fracgao aki:
(PIT1) guando submetidas a eletroforese em gel de poliacri
lamida com SDS, foram detectadas bandas cujos pesos molecn
lares aparentes variavam dentro de uma faixa de aproximada-
mente 12.000 a 80.000 daltons sendo que, aqu-:las com pesos
moleculares aparentes em torno de 30.000, 18 000 e 12.000
daltons foram caracteristicas da fracdo PIII. O tratamento
da farinha do PI e PII com beta-mercaptoetanol deu ori-
gem a bandas adicionais além das observadas pelo tr-otamento
com apenas SDS, principalmente na regido de pe~o m lecular
acima de 30.000. Ja o PIII mostrou-se insensivel ao trata-
mento com este agente redutor (FIGURA 10).

A lectina de Dioclea guianensis ndo apresentou car-

boidrato quando submetida ao método de DUBOIS (1956).

Ensaios de hemaglutinacg¢io usando-se eritrocitos d
varios animais, mostraram que a lectina de Dioclea
guianensis & ativa para eritrdcitos de coelho (1 796,5 Ul
mgP) e de galinha (56,1 UH/mgP). Quando as hemacias foram
tripsinizadas, observou-se um aumento de aproximadamente 8
vezes tanto para os eritrocitos de coelho (14 124ml) como de
galinha (449,1). A lectina nao foi capaz de aglutinar eri-
trocitos de porco, boi, ovelha, carneiro e humanos (Mg e A,y
B e 0), mesmo quando tripsinizados,

A lectina (PIII! mostrou uma maior especificidade
por manose, frutose e glicose e seus derivados, preferenci-
almente por o-metilmanose e u-metilglicose (TABELA 04).

Quando a fragdo PIII foi desmetalizada por EDTA,
verificou-se que uma concentracao de 0,20 M deste agente
quelante foi suficiente para reduzir em aproximadamente
92,5 % a atividade hemaglutinante da lectina nativa (TABE-

LA 05). Quando o EDTA foi removido por dialise e aliguotas
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FIGURA 09 - Imunodifusao dupla em gel de agarose do Extrato
Total(l) e da Fracao PIII(b) de Dioclea guianen

sis com antissoro preparado contra Extrato To

tal(2) e Fracao PIII(1l) de Dioclea guianensis.
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FIGURA 10 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo
SDS na presenca e auséncia dc¢ beta-mercaptoeta-
nol das fracdes obtidas durante a purificagioc

da lectina de Dioclea guianensis.

1 e 2, farinha; 3 e 4, extrato total; % ¢« 6, I'l
+ PILI¢ 7 e 8, PIlI; 9, marcadores. Firacoes ",

4; 6 e 8 foram tratadas com beta-mercaplto-tanol.



TABELA 04 - Especificidade da lectina de Dioclea guianensies

por aclcares simples.

Concentra¢ao minima (mM) requerida o~

Agﬁcarb ra inibicao de uma unidade de hemagli-
tinacao
o - metil-manose 15,62
o - metil-glucose 3125
Manose 62,50
Glucosamina 6250
Manosamina 87,72
Frutose 125,00
Glucose 250,00
Lactose N.Ia
Sacarose N.T
Rafinose N.TI
Arabinose N.TI
Galactose N.T
Fucose NI
Ramnose N.TI

a ~ e G >
N.I": nao inibiu a uma concentracao de 1 M.

b: Todos os agucares possuem configuracio D.



TABELA 05 - Inativagao da lectina de Dioclea guianensis pon
adigao de EDTA.

Concentracao final Atividade de
de EDTA (M) (%)

Sem EDTA (NaCl 0,15 M) 100, 0%

0,025 19,6

0,05 12,5

;10 B2

0,20 LD

= E———smnrs Smermer=eiaay

* - A atividade hemaglutinante de uma solugdo de PIII =&
2 mg/ml foi considerada 100 %.



de CaCl? e MnCl, de concentragoes crescentes foram adici -
nadas, a atividade da lectina foi restabelecida. Este au-
3 il

mento foi de cerca de 26,6 vezes na concentracgao de )

de amhos os cations divalentes (TABELA 06) .

4,7 - Determinacao do Peso Molecular da Lectina de Dioclea

guianensis

Quando a fracao PIII, dissolvida em tampao tris-—
Hcl 0,05 M pH 7,6 contendo NaCl 0,15 M, CaCl, 5mM e MnCl,
5mM, foi submetida a filtracao em gel em colunh de Rio Col
P-100 equilibrada com o mesmo tampao, tendo sido previamen-
nas de pesos moleculares conhecidos, tais como Albumina ec
rica bovina (67.000), ovalbumina (43.500), inibidor de trip-
sina de soja (21.500), ribonuclease (13.700), foi obtido um
nico pico com peso molecular da ordem de 49.000 daltons
(FIGURA 11).

A fracao PIII foi tambem submetida a filtracin rm
gel em colun~ de Sephadex G-100 equilibrada com tampao tris
HCL 0,05 M pH 7,6, contendo NaCl 0,15 M, CaClp SmpM, MnCl
5mM e glicose 0,3 M. A coluna foi previamente calibrada com
albumina sérica bovina, ovalbumina e inibidor de tripsinon
de soja. A fragao PIII guando eluida apresentou apenas
pico bem definido com peso molecular em torno de 50.000
daltons (FIGURA 12).

Quando foram comparados os perfis cromatogqralicos
obtidos através da coluna de Bio Gel P-100 e da Sephadex
G-100, observou-se que a fragdao PIII apresentou o mesmo pe-
so molecular confirmando a predominancia do uimeroa pl 7,6.
Esta predominancia foi independente da presenca de glicose
sugerindo que a ocupac¢io dos sitios de aclicar pela glicose apa-
rentemente n3o afeta a estrutura quaternaria desta lectina.

Quando a fracao PIII foi submetida 2 um sistema de
FPLC equipado com uma coluna de Superose 6 HR 10/30 equili-
brada com tampao tris«HCllo,OS M pH 7,5 contendo Nacl 0,1 M



TABELA 06 - Ativacao da lectina desmetalizada de  Dioclea

: . A + 34
guianensis por adicdo de ca'’ e Mn'".

Concentracao final Atividade *
de ca'” e Mn'? (mM) (%)

0 3,8

1L Iy

3 A

u
—
-

7 100,0
10 100,0
¥ = A atividade hemaglutinante maxima obtida pela adigao de

metal foi considerada 100 %.
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FIGURA 11 - Estimativa do peso molecular da Fracao PIII por
cromatografia em coluna de Bio Gel P-100 equili-
brada com tampao tris-HC10,05 MpH 7,6, conten-
do NaCl 0,15 M, CaCly; 5mM e MnCl; 5mM.
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FIGURA 12 - Estimativa do peso molecular da Fracao PIII por

cromatografia em coluna de Sephadex G-100 egui-
librada com tampac tris-HC1 0,05 M, pE 7,6, con-
tendo NaCl 0,15 M, CaCl; 5mM, MnCl, 5mM e glico-
se 0,3 M.



foram obtidos dois picos bem distintos (FIGURA 13), indi-
cando a existéncia de pelo menos duas formas da lectina: uvma
tetramérica, com peso molecular da ordem de 100.000 dalton

e outra dimérica, com peso molecular em tornode 47.000 d

tons correspondendo a 25,6 e 74,4 %, respectivamenlo.

4.8 - Comparacao da Lectina de Dioclea guianensis comOuti s

Lectinas

Quando a lectina de Dioclea guianensis e lectinas
de outras leguminosas, previamente tratadas com f-mercapto-
etanol foram submetidas a eletroforese em gel de poliacri-
lamida com SDS, observou-se padroes eletroforéticos essen-
cialmente semelhantes para aquelas nertencentes a tribo

Diocleae (Diocle~ guianensis, Dioclea grandiflora, Cratylia

floribunda, Ca:navalia brasiliensis e Canavalia ensiformis)
com trés bandas de pesos moleculares aparentes em torno de
30.000, 18.000 e 12.000 daltons. Quando comparagio seme-
lhante foi feita entre a lectina de Dioclea guianensis e

lectinas de sementes pertencentes aoutras tribos (Phascolus

vulgaris, Glycine max e Vatairea macrocarpa) verificou-se

que a lectina de Vatairea macrocarpa apresentava as mosmas bros

bandas encontradas nas da tribo Diocleae, enquanto as de
Phascolus vulgaris e Glycine max apenas a banda do mais of
to peso molecular (FIGURA 14).

Quando lectinas de plantas pertencentes v bt

NDioclrae e as oukras tribos foram submetidag a imunodiin

dupla cm gel de agarose utilizando-se LgG  contra 0L g
Dioclea guianensis, foram observados us resultados mostra-
dos na FIGURA 15. Apenas as lectinas da tribo liocleae

(Dioclea guianensis, Dioclea paraquariensis, Canavalia bra-

siliensis e Canavalia ensiformis) apresentaram reagocs cru-

zadas, indicando a existéncia de determinantes antigénicos
idénticos ou similares aqueles da fracao PIII de D.oclea

guianensis. Por outro lado, as lectinas de plantas de tribos

diferentes ndo exibiram reacgdes cruzadas.
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FIGURA 13 - Cromatografia da Fracao PIII em coluna de Supe-
rose 6 HR 10/30 equilibrada com tampao tris-HCl
0,05 M, pH 7,5, contendo NaCl 0,1 M.
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FIGURA 14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo

SDS e beta-mercaptoetanol de lectinag de ‘sementes
pertencentes a tribo Diocleae e a outras tribos.

(2) - Dioclea guianensis; (3)-Dioclea grandiflo-
ra; (4) - Cratylia floribunda; (5) - Canavalia en-
siformis; (6) - Canavalia brasiliensis; (7)- Pha-
seolus wvulgaris: (8) - Glvcine max; (9) - Vatai-

rYea macrocarpa.

(1) - marcadores.
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FIGURA 15 - Imunodifusao em gel de agarose da lectina de

Dioclea guianensis (a), " Dioclea rostrata (b),

" ! k) 1] . . - - .
Canavalia brasiliensis (c¢) Canavalia en: iformis

(d), Vatairea macrocarpa (e), Crotalaria striata

(f), Lathyrus cicera (g) e Lathyrus odoratus (h)
com antissoro preparado contra a lecltina de

Dioclea guianensis.
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Resultados semelhantes foram encontrados gquando
lectinas de plantas da tribo Diocleae foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida e transferidas para a
nitrocelulose por "Hestern:blots" (FIGURA 18).

4.9 - Parametros Nutricionais

4.9.1 - Analise Elementar

A TABELA 07 mostra os resultados da analise ele-
mentar da sementes de Dioclea guianensis onde se observa o

alto teor de proteina (cerca de 30,10 %).

4.9.2 - Composicdo de Aminoacidos

A TABELA 08 mostra a composicdao de aminoacidos da
lectina de Dioclea guianensis comparada com aquela da FAO.

Verificou-se um alto teor de acido aspartico, serinae treo-
nina, auséncia total de cisteina e uma baixa concentracao
de metionina.

4,9.3 - Termoestabilidade

A atividade hemaglutinante presente em sementes in-

tegras de Dioclea guianensis apresentou certa resisténcia a

desnaturacao, uma vez que a atividade original somente foi
abolida guando as sementes foram submetidas a fervura(apro-
ximadamente 100°C) durante 20 minutos (FIGURA 17) .

Em relacao a fracao PIII, esta se comportou dife-
rentemente quando submetida a aquecimento a varias tempera-
turas por diferentes intervalos de tempo (FIGURA 18). A fra-
cdo PIII gquando incubada a 70°C apresentou uma redugao de

50 $ de sua atividade hemaglutinante original com apenas
10 minutos de aquecimento, mantendo-se constante até 90 mi-
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FIGURA 16 - "Western blots" da lectina de Dioclea guianensis
e de outras lectinas pertencentes a tribo
Diocleae.

(1)- Dioclea guianensis; (2)- Dioclea grandiflora;

(3)- Canavalia brasiliensis e (4) Canavalia

ensiformis.




TABELA 07 - Composicao

- .
minima

e semenlos

guianensis com basc no peso scco ©

percentagem.

Constituintes

Teor da Amostra (3

Umidade 13475

Proteina bruta * 30,10

Lipidios 310

Glicidios ** 65,41
|

Cinzas | 1439

*

1l

* %

Obtido por diferenca

Nitrogénio total x 6,

25



+'3

TABELA 08 - Composicao de aminoacido da lectina de Dioclea

guianensis. Os valores sdo dados em g de amino-

acido anidro por 100 g de proteina.

Aminoacido FAO g/1l00 g de proteina
Acido aspartico 16,63
Treonina 4,0 9,60
Serina 13,83
Acido glutamico 5,47
Prolina 4,80
Glicina 5,01
Alanina 6,14
Cisteina . 0,15
Valina 5,0 317
Metionina 3,5 * 0,15
Isoleucina 4,0 3,53
Leucina 7#0 1432
Tirosina 4,74
Fenilalanina 610 % 6,40
Lisina By 5 4,07
Histidina - - 1,45
Arginina 4,83
Triptofano 1,0 N.D.

Soma dos valores para metionina e cisteina

* %k

Soma dos valores para fenilalanina e tirosina

N.D.= Nao determinado
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sementes de Dioclea guianensis depois
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nutos de tratamento. A 80°C, a fracao PIII se tornou mais
suscetivel ao tratamento e com 90 minutos de agquecimento to-
da atividade foi perdida . Quando a temperatura foi eolevada
para 859C, a inativacao da lectina ocorreu de uma maneirva
mais acentuada de modo que apenas 5 minutos foram suficieon-
tes para gque 100 % da atividade fosse completamentce perdi-
da.

4.9.4 - Bioensaio com Artemia salina LEACH

As taxas de mortalidade obtidas pela utiliracao da

lectina de Dioclea guianensis no bioensaio feito com Artemia

salina sdo bastante expressivas quando comparadas cu. s da
caseina que foi usada como controle (FIGURA 19). Rate efei-
to causado pela lectina & dose-dependente aumentando signi-
ficativamente quando concentragoes crescentes da fracao DI
foram usadas. Um indice de mortalidade de 100 % foi verifi-
cado quando 2000 ng da lectina foram usadas. Este elfcito pa-
rece ser devido a uma interacgao lec.ina-carboidrato, nm. vez

gque e revertido em presencga de glicose 0,1 M.
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FIGURA 19 - Atividade toxica da lectina de Dioclea guianensis

a larvas de Artemia salina.




5 - DISCUSSAO

As sementes de Dioclea guianensis Duke., I exXenm-

plo de varios outros representantes da tribo Diocleae tais

como Canavalia ensiformis, Canavalia gladiata, Canavalia
mariti@g (HAGUE, 1975), Dioclea grandiflora (MOREIRA et al.,
1983) Canavalia brasiliensis (MOREIRA & CAVADA, 1984} o
Cratylia floribunda (de OLIVEIRA, 1980), apresentam ativi-
dade hemaglutinante. O teor de lectina da semente cm ostudo
& de cerca de 1,4 % do seu peso seco (TABELA 09), Lslte wva-
lor esta proximo daqueles obtidos para outras sement s,

A lectina de Dioclea guianensis mostrou especifi-

cidade por residuos de manose, frutose e glicose e scus de-
rivados, preferencialmente por a-metilmanose. Mol oo

aglicares tém em comum grupos hidroxilicos equatovioi faey
carbonos 3 e 4. Em adicao, foi verificado que os sacaridios
n-metilmanose e a-metilglicose sao inibidores mais potentos
do que a manosc e glicose, respectivamente. As baixas capa-
cidades inibitorias destes em relaclo aos seus derivadns cn-
gere a importancia do carbono 1 na interacdo do agucar con
a lectina desde gque a uUnica diferenca entre esses agucares
‘se encontra neste carbono. Isto sugere que a este nivel a
contribuic¢ao da interacdao hidrofdbica do grupo metil subs-

tituido com o sitio da ligacdo a aclcares da lectina & maior

do que a interag¢io idnica. Este fato &, ainda, mais ressal-
tado quando se verifica a capacidade nao inibitoria da  sa-
carose, dissacaridio contando uma ligac¢ao glicosidica

a(l — 2), uma vez que ela & constituida por glicosc o fru-

tose.

Tendo em vista a especificidade da lectina do
Dioclea guianensis por glicose, esta pode ser obtida pou
cromatografia de afinidade em Sephadex G-50. A leclina podine
ser eluida tanto com tampao glicina-HCLl pHl 2,6 como ol

cose 0,1 M. Neste Gltimo caso se faz necegsario wno Jdialico
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TABELA 09 - Comparagao do teor de lectinas presente cm o=
mentes maduras de varios representantes da btrvi-

bo Diocleae.

Espécie % do peso =00
Canavalia gladiata 349 (LAGUE, 1975)
Canavalia maritima 5,5 (4,5-6,3)(HAGUE, 1975)
Canavalia ensiformis 3,5 (2,0=-3,5)(AGUE, 1975)
Canavalia brasiliensis 272 (MORE T RA &

CAVADA, 1984)

Dioclea grandiflora 1,4 (MOREIRA et
al.; L1983)

Dioclea guianensis 1,4




privvia contra Acido acético de modo a elimino:

vestigios de glicose, uma vez que este agucar pod~ inter!
rir no ensaio de atividade hemaglutinante ja que se trata de
um potente inibidor da lectina.

Quando a fracao PIII foi submetida a cromatografia
de troca idnica em pH 7,6, ela foi eluida em um unico pico
nao retido em DEAE-Sepharose e retido em coluna de CM-Se-
pharose, sugerindo que a frag¢do PIII além de se ocncontrar
numa forma altamente purificada possui ponto isoelélirico ba-
sico. Estes resultados concordam com aqueles obtidos para a
lectina de Dioclea grandiflora (MOREIRA et al., 19813).

Por eletroforese em gel de poliacrilamida para pro-

teinas bagicas sob condicdes nao desnaturantes foi observa-

do que a fracdao PIII obtida por colunas de Sephadex G-50, de
DEAE- e de CM-Sepharose mostram padroes eletroforclicos ve-

sensialmente iguais, com uma Gnica banca. Do mesmo modo que  pa-
ra as lectinas isoladas de Canavalia maritima, Canavalia

ensiformis e Canavalia gladiata (HAGUE, 1975), estes resul-

tados vem ressaltar que a cromatografia em Sephadex G-50
se mostrou eficaz para o isolamento e purificacao da lecti-

na Dioclea guianensis.

Por imunceletroforese em gel de agarose contra 196
anti-extrato total de Dioclea guianensis (FIGURA 08) wvoeri-
ficou-se que a fracdao PIII apresentou apenas umarco de pre-
cipitagdao, concordando com os demais resultados obtidos por
cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE- ¢ de M-
Sepharose assim como por eletroforese em gel de poliaciri-

lamida, indicando gue a lectina de Dioclea guianensis se en-

contra homogénea. Esta homogeneidade tambéem foi comprovada
por imunodifusao dupla de Outcherlony.

A valores de pH em torno de 7,6 foi verificado por
cromatografia em coluna de Bio Gel e em Sephadex ¢-100 que
a lectina apresenta pesos moleculares da ordem do 49.000
e 50.000 daltons, respectivamente. Tendo em vislkta que as
lectinas pertencentes a tribo Diocleae geralmante sio pro-
teinas tetraméricas com pesos moleculares em torno de 100.000
a 120.000 daltons, os valores obhtidos nestes o rimentos

sugerem que a pH 7,6 a lectina de Dioclea guian—i - = g



contra predominantemente na sua forma dimérica.

Quando a fragao PIII foi submetida a um sistema do
FPLC equipado com uma coluna de Superose 6 HR 10/30 foram
obtidos dois picos com pesos moleculares da ordemd: 100,000
e 47.000 daltons que correspondem as formas tetramc-rica !
dimérica da lectina, respectivamente.

Entretanto, & valido ressaltar que apesar das di-
vergéncias entre os padroes cromatograficos resultantes des-
te experimento com os obtidos anteriormente, verificou-se a
predominancia do pico com menor peso molecular, tornando-se
mais um indicativo a reforcar gque na faixa de pH 7,5 -7,6 a

lectina de Dioclea guianensis se apresenta principalmente

como um dimero.

Nos experimentos de eletroforese em gel d: polia-
crilamida contendo SDS foi observado que a lectina d: Dioclen
guianensis apresenta padrbes eletroforéticos similares aos

da conconavalina A, diferindo das lectinas da tribo Viciae.

A lectina de Dioclea guianensis conteém 3 bandas, «, v, ,, o
pesos moleculares aparentes em torno de 30, 18 o 1 Hho.
Por comparagao com a concanavalina A e a lectina de Dioclea
grandiflora a banda de peso molecular de 30 KDa civroespon-

de a subunidade basica enguanto as duas bandas moenod

riam fragmentos resultantes da subunidade bhasica. " prescn-
ca desses fragmentos parece ser caracteristica das loctinas
da tribo Diocleae desde que o principal ponto de c¢livagem
tanto para a lectina de Canavalia ensiformis (WANG ot al.,

1971) como para Dioclea grandiflora (RICHARDSON, 1984;

AINOUZ, 1987) & entre os aminoacidos Asn e Ser dando

118 1 f
duas subunidades praticamente simétricas a partir dao cadeia
basica de 237 aminoacidos. Estes fragmentos permanccem for-
temente associados fazendo parte da estrutura final da pro-
teina como se fosse uma unica subunidade. A hipotese de que
estes fragmentos seriam artefatos devidos ao procosso do
isolamento foi descartada por MOREIRA et al. (1983) e de
OLIVEIRA et al. (1990) gque demonstraram por eletroforese om

gel de poliacrilamida em presencga de SDS e B- mercaptoctanol

que as farinhas de Dioclea grandiflorae Cratylia Flovibunds
ja apresentam estes fragmentos. Os mesmos resultado s fouram



obtidus para farinha de Dioclea guianensis.

A lectina de Dioclea guianensis ndo contim carboi-
dratos na sua estrutura nao sendo, portanto, glicoproteina.
Bate yreanltado catd de acordo com os obt idos oo f
tinas da tribo Diocleae. Eais COmMo  a  CO [ b

(GOLDSTEIN & PORETZ, 1986), Canavalia brasiliensis (MOPRin

& CAVADA; 1984), Dioclea grandiflora (MOREIRA et al., 1983)

e Cratylia floribunda (de OLIVEIRA et al., 1990).

O tratamento da lectina de Dioclea guianon«is

EDTA leva a inibicao da aglutinacao de eritrocitos, possi-
velmente por uma mudanca conformacional da proteina. Em con-
traposic¢do quando os ions Ca'’e Mn'? sdo adicionados a ati-
vidade hemaglutinante & restabelecida. Isto demonstra que
a lectina & uma metaloproteina que requer ions metalicos di-
valentes para sua atividade. A dependéncia desta lectina por
ca”e Mn'? & semelhante aquela das lectinas de Canavalia

ensiformis (EDELMAN et al., 1972), Lens esculenta (PAULOVA
et al., 1971), Canavalia brasiliensis (MOREIRA & CAVADA,

1971) e varias outras.

A deteccdao de arcos de precipitacdao com identidade
total por imunodifusao dupla radial de Ouchterlony demor s-
trou que as lectinas (antigenos) apresentam os mesmos (lra=
terminantes antigénicos que reagem com o anticorpo  osp

fico para a Dioclea guianensis. Resultados semelhantes f

ram encontrados por "Western blots". A existéncia de delbod

minantes antigénicos comuns nas varias lectinas suqgerem
muitas de suas propriedades fisico-quimicas e imunologi e
foram conservadas durante a evolucao, sendo estas provav. -

mente descendentes de um ancestral comum da mesma forma oo
mo foi sugerido para trés espécies do género Canavalia:

Canavalia ensiformis, Canavalia gladiata, Canavalia maritima

(HAGUE, 1975) e para trés representantes do género M locarpus
(de OLIVEIRA, 1980).

A analise de aminoacidos da lectina de  Dioclea
guianensis revelou que esta é relativamente rica om acido
aspartico, serina e treonina ¢ caracterizada por auséncia

quase total de cisteina e metionina. Isto € caracinristico

de proteinas de plantas e estd de acordo com a composicio
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de aminoacidos da maioria das lectinas vegetais (LIS & SHARON
1981), como & o caso das lectinas de Vicia faba (ALLEN &
JONHSON, 1976), Phaseolus vulgaris (PUSZTAI & STEWART, )

e Dioclea grandiflora (MOREIRA et al., 1983).
As sementes de Dioclea guianensis contém um alto

teor de proteinas. Este parametro credencia-as como uma
fonte alternativa de alimento. Entretanto, a presenca de
lectinas nestas sementes pode se constituir num fator des-
favoradvel para seu uso na alimentacdo. Sabe-se que ha lec-
tinas que sdo comprovadamente causadoras de disturbios in-
testinais e sistémicos quando ingeridas na sua forma "in na-
tura" (PUSZTAI et al., 1979; KING et al., 1980; GRANT et al,
1985). Desse modo & de importancia estudos gue definam
claramente se esta lectina & toxica e, ainda mais, os meios

praticos de eliminar seus efeitos adversos.
Os ensaios bioldgicos usando-se Artemia salina man-

tidas na presenca de concentracbes variaveis de lectina de

Dioclea guianensis claramente demonstraram a toxicidade des-

tas proteinas para estes animais. O grau dessa toxidade
mostrou-se dose dependente e ficou claro que o sitio de 1li-
gacao a aclcares esta diretamente envolvido, desde que a
adicao de glicose a solucao de lectina evitou os efeitos
deletérios antes observados. Embora nao se possa generali-
zar tais observacdes dos efeitos toxicos onde a Artemia
salina foi usada como um modelo experimental (na tentativa
de se utilizar um ensaio rapido e menos dispendioso para se
testar a toxicidade de proteinas) & possivel que também ou-
tros animais sejam negativamente afetados gquando ingerirem

dietas contendo lectina de Dioclea guianensis, a exemplo

do que ocorre com ratos alimentados com concanavalina A
(JAYNE-WILLIAMS, 1976) ou comdietas contendo lectina de
Canavalia brasiliensis (VASCONCELOS et al., 1989). Salien-

ta-se aqui que parte da lectina de Canavalia brasiliensis

foi recuperada nas fezes desses animais. Esta resisténcia a
digestdo "in vivo" pode ter sérias implicacOes nutricionais.
As observacoes acima sugerem gue as sementes de

Dioclea guianensis se usadas para alimentacao devem ter

sua lectina inativada.
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A eficiéncia do tratamento térmico na destruigio
da atividade hemaglutinante da lectina purificada (PIII) foi
maior do que gquando este tratamento foi utilizado para as
sementes integras, isto &, enquanto foi necessario um cori-
mento das sementes a 100°9C por 20 minutos, a lectina puri-
ficada requereu apenas 5 minutos a 859C. Resultados simila-
res foram obtidos com a lectina de Canavalia brasiliensis
(VASCONCELOS et al., 1989), exceto o tempo requisitado pora
a completa destruigao de sua lectina quer quando presenkte
em sementes (2 horas e 30 minutos a 100°C) quer quando puri-
ficada (20 minutos a 100°C). Estes resultados sugercm que a

lectina quando presente juntamente com outros constituintes

na semente & de alguma maneira protegida contra =~ rapida
desnaturacao térmica. Este fato tem importancia eeonomi oo
desde que leva a um maior gasto energetico para gerar o -
lor necessario para a completa eficiéncia do processo de

destoxificacao da semente.



6 - CONCLUSOES

1 - A lectina de Dioclea guianensis foi melhor extraida com
NaCl 0,15 M ajustada a pH 8,0.

2 - A lectina de Dioclea guianensis é inibida por residuos

de glicose, frutose, manose e seus derivados.

3 - A cromatografia de afinidade em Sephadex G-50 s¢c¢ mos-
trou um método eficaz para o isolamento e purificagaoc da

lectina de Dioclea guianensis.

4 - Por cromatografia de troca ionica em coluna de DEAE- =
de CM-Sepharose, sugere-se que a lectina de Dioc¢lea guianensis

apresenta ponto isoelétrico basico.

5 - A lectina de Dioclea guianensis a pH 7,5 apresenta-se

principalmente como um dimero com peso molecular om  torno
de 50.000 daltons.

6 - A lectina apresenta uma subunidade maior de pesio mole-
cular aparente em torno de 30 Kha e duas ountras culornidod
adicionais com pesos moleculares aparentes em torn 1 |

12 KDa.

7 - Nao foi detectado carboidrato na estrutura da loobinn de
Dioclea guianensis, ndo sendo, portanto, uma glicoproteinn.
8 - 0 tratamento da lectina de Dioclea guianensis <~om EDTA
mostrou que ela € uma metaloproteina que requer ions meti-

licos divalentes (Ca*?e Mn'?) para sua atividade.

9 - Ensaios de atividade hemaglutinante utilizando-se hema-
cias de varios animais mostraram ser a lectina de Dioclea

guianensis especifica para eritrocitos de coelho e galinha.

10 - Todas as lectinas pertencentes a tribo Diocleae compa-
radas neste trabalho, estao imunologicamente relacionadas
sugerindo que houve conservacao de determinantes anlbigéeni-

cos durante a evolucao desses vegetais a partir de uma an-
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cestral comum.

11 - A analise de aminoacidos de lectina de Dioclea guianensis
revelou gque esta & relativamente rica em acido aspartico,
serina e treonina e caracterizada por auséncia quase total

de cisteina e metionina.

12 - As sementes de Dioclea guianensis tem um alto teor pro-

téico o que sugere seu uso como fonte alternativa de ali-
mento.

13 - Estudos nutricionais sao necessarios para estabelecor

n

o valor nutricional destas sementes, tanto na forma "in nn-

tura" como quando tendo suas lectinas inativadas.

14 - Ensaios bioldgicos usando-se Artemia salina demonstra-

ram que a lectina de Dioclea guianensis & toxica, e esta to-

xidez & dose dependente.

15 = A eficiencia do tratamento térmico na destruicio da
atividade hemaglutinante da lectina purificada de Dioclea
guianensis foi maior do que gquando este tratamento foi ubi-

lizado para as sementes integras.
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