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Se não houver frutos

Valeu a beleza das flores

Se não houver flores

Valeu a sombra das folhas

Se não houver folhas

Val-eu a intenção da souiente

(citado por HENFIL)
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RESUMO

\

^

?>

As sementes de Dioclea guianensis Duke., variedade

lasiophylla contém uma lectina específica para manose/gli-

cose que foi purificada através de cromatografia de afini-

dade em Sephadex G-50. A lectina mostrou-se homogënea afcra-

vês de vários critérios de pureza tais corno imunoeletrofo-

rese, eietroforese em gel de poliacrilamida em condições

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

A lectina de Dioclea guianensis assemelha-se a ou-

trás lectinas do género Canavalia e Diqçlea em muitas de

suas propriedades:é uma metaloproteína que requer Mn' e Ca+
para exercer plena capacidade de aglutinar hemãcias; é ini-

bida por manose, frutose e glicose mas não por yalacfcose;

não é uma glicoproteína; possui composição de aminoãcidos

caracterizad-! pelo baixo conteúdo em cisteína e metionina e

alto conteúdo em aminoácidos hidroxílicos e ácidos e não

apresenta ligações tipo S-S na sua estrutura nativa.

i.'or elet-roforese em gel de poliacrilamida na pre-

sença de dodecil sulfato de sódio a lectina de Dioclea

3.l:l-ï-Ê-IlÊD-?-1^- clissocia-se em três bandas de proteínas (•G'HI ma s-
sãs moleculares aparentes de 30, 18 e 12 KDa. As duas baii--

das menores representam, provavelniente., fraqinento:; r^Hnl-

tantes da clivagem proteolítica da subunidade principal, .-i

exemplo do que. ocorre com outras lectinas da tribo Dlocl'eao

já estudadas.

A pH 7,6 a lectinà preàomina como uni dímero de pe-
so molecular de cerca de 47 KDa (74,4 %) coexistindo ainda

em menor proporção um agregado de peso molecular de cerca

de 110 KDa (25,6 %) .

Por imunoâifusão e "Western blots" foi constatado

que a lectina de Dioclea guianensis possui determinantes an-
tigênicos semelhantes aos das lectinas extraídas de senien-

tes de Canavalia brasiliensis, Canavalia ensiformis, Dioclea

xvi
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g^arid^ifj_9ra, Diocleia paraguarieiisis e D_i_ocl^a ros fcrci La mas
não Lathyrus cicera, La_thyru_s alternatus, Lat_|^rus 2<lc)LI;;'fc.u.s
e Vatairea macrocarpa, o que sugere a estreita 't-e.lacáo filo

gonólica enlre as espécies per ("•'ncontos ;i tribo l) i (.'r l <'-iU.' f

a importância fisiológica destas proteínas que conservaram

muitas de suas características durante a especiaçíio.

Na avaliação de sua toxicidade a lecfcina de Dioclea

^yiarïeris^is impediu a sobrevivência de Artemia ^al^na âe ma
neira dose dependente. Esta toxicidade foi abolida pela pré

sença de glicose, um inibidor da lectina, sugerindo o envoi
vimento dos sítios reativos a açúcares na letalidade desta

proteína.

<-
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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 inmmnoelectrophoresis,

polyacrylamide gel electrophoresis in non-denaturating

conditions and by chromatography on DEAE- and CM -

Sepharose.

The lectin of Dioclea guianensis resembles other

lectins of Ç^anavalia and Dioclea 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 Diocleá suianen^is lectin exists

predominantly as a species of apparent molecular weight of

47 KDa (74,4 %) . An aggregate molecular weight of 110 KDa is

also present (25,6 %).

Ouchterlony iirununodifusion and Western blots

assays showed that the lectin of Dioclea 3iii_aTiensi_s 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^, .l-'.ath^rus^
altematu^, Latryrus odoratus, and Yata^rea. macrocarpa. The
cross-reaction observed within the tribe Diocleae suggests
fcliat Lliose lectins share ! the samG antigeiiic dolonuiiiaiils
which were conserved during the evolution supporting the
hypothese that these proteins have a important physiological
role in the plant.

The lectin of Dioclea guianensis shows to be tox LC
to Artemia salina in a dose response fashion. It seenis that
the binding sites to sugars are envolved since the presen.ee
of glucose was able to abolish the lectin toxicifcy.
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l - INTRODUÇÃO

1.1 - Considerações Gerais

^

^

A capacidade de interagir específica e reversivel-
mente com substâncias de natureza diversificada é urna ca-

racterística da maioria das proteínas. Exemplo dessas pro-

teínas são as lectinas, que interagem com resíduos de car-
boidratos livres ou constituintes de membranas induzindo

aglutinação das células ou precipitação de polissacarídios

e glicoproteínas. Esta propriedade pressupõe sua natureza

multivalente, isto é, a existência de, no mínimo, dois sí.-~

tios de ligação para cada molécula, a fim de que haja o es-

tabelecimento de ligações cruzadas entre células ou macro-

moléculas que contenham açúcar.

A capacidade de aglutinação e eventual precipifca-

cão de polissacarídios, glicoprotelnas ou células pelas leG-

tinas assemelham-se às reações tipo antlgeno-anticorpo. En-

tretanto, existem alguns aspectos fundamentais que, notaâa-

mente, as distinguem destes últimos. Ao contrario dos anti-

corpos, muitas lectinas são encontradas eiii plantas, rnic.ro-

organismos e vírus (SHARON & LIS, 1989) que não siiitetizam

imunoglobulinas e, ainda, não se encontram confinadas em õr~

gãos ou tecidos específicos. Uma outra diferença marc<-u~ifcc ô

que elas apresentam uma diversidade estrufcural vari.aiido,

dessa maneira, em composição de aminoâcidos, peso rnolecu-

lar, dependência de metal e estrutura tridimensional.

Por outro lado, a habilidade de se ligar a carboi

dratos não esta confinada somente às lectinas, uma vez que

muitas enziinas, tais como quinases, mutases, glicosidases e

transf erases, que participam do metabolismo dos carboidra-

tos, também possuem esta propriedade. No entanto, apesar

destas proteínas possuírem esta propriedade em comum, as

l
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lectinas sãjo classificadas distintamente desde que são des-

tituídas de atividade catalítica e, ainda, devido ao fato

das enziinas poderem conter apenas um sítio de ligação para

carboidrafcos por molécula sendo, portanto, desprovidas de

atividade aglutinante.

Uma outra classe de moléculas que possui a capaci-

dade de aglutinar células são os lipídios, como é o caso do

acido oléico e dioleil fosfatídio, e gangliosldios que aglu-

tinam eritrõcitos de rato e coelho (TSIVION & SHARON, 1981).

Porem, em contraste com as lectinas, essas aglutinações são

insensivejs ã variação de temperatura (RÜSSEL et al., 1983)

e inibição por açúcares simples (TSIVION & "KARON, 1981).

Recentemente, foi relatada a existência de uma

classe âe proteínas com muitas .características em comum com

as lectinas, as hemilectinas (CARLINI et al., 1988). Eiitr-e-

tanto, estas são desprovidas de ativiâade hemaglutinante

aparentemente por possuírem apenas um sitio de ligação.

Diante da existência de varias caracter is t ic.);'; eiu

comum entre as lectinas e alguns compostos, a definição mais

amplamente usada de lectinas é que estas são proteínas de

origem não imune, capazes de reconhecimento específico e li-

'já cão reversível a carboidratos (ou compostos contendi' Ccir-

boidratos) e de aglutinar células e glicoconjugados, sem in~

duzir qualquer alteração química nas mesmas (GOLDSTEIN et

al., 1980; KOCOÜREK & HOREJSI, 1983).

1.2 - Historia

^

Apesar do estudo Sãs léctinas ter se iniciado no

século passado, somente nas duas últimas décadas elas têm

se tornado um grande foco de interesse para os pesquisado-

res. A grande motivação nesta area da pesquisa è decorrente

dos numerosos efeitos que as lectinas exercem sobre vários

sistemas biológicos (LIS Çc SHARON, 1973).
A primeira referência de que extratos de plaiitas

possuem a capacidade de aglutinar eritrõcitos humano ou de
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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 suspensão de hemãcias estas aglutinavam, sen-

do este efeito atribuído a uma proteína que ele denominou

de ricina. Logo em seguida, HELLIN (1891), observou que uma

preparação proteinãcea obtida de sementes de Abrus

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

sentava propriedades semelhantes.

Após as descobertas iniciais de STILLMARK (1888) e

HELLIN (1891), foi detectada a presença de atividade hema-

glutinante em outras espécies, tais como Croton triglium

(ELFSTRAND.. , 1897) e Robinia pseuâoacacia (POWER -& CAMBIER,

1889) .

Estas descobertas logo atraíram a atenção de PAUL

EHRLICH (1891a,b), que reconheceu nas aglutininas de plantas

melhores modelos antigënicos para a solução de problemas

imunolõgicos. Ao contrário das toxinas bacterianas elas eram

mais estáveis e podiam ser obtidas em larga escala. EHRLICH

verificou que quando doses subletais de ricina ou abrina

eram administradas subcutaneamente em animais estimulavam a

produção de anticorpos que inibiam as ativiâades toxica e

hemaglutinante. Ele, então, observou o desenvolvimento de

imunidade específica contra elas, isto é, o soro anti-rici-

na não protegia os animais contra os efeitos tóxicos da

abrina, e vice-versa. Ele ainda observou que durante a gra-

videz esta imunidade era transferida da mãe para o filho

pelo sangue e que apôs o nascimento esta transferência era
feita através do leite. Estudando o efeito inibitório do so-

ro imune anti-ricina sobre a atividade hemaglutinante da ri-

cina, ele demonstrou que havia uma relação quantitativa en-

tre o anti-soro e o antígeno neutralizado, realizando, por-

tanto, a primeira determinação quantitativa âe um anticorpo

"in vitro".

Apesar de STILLMARK (1888) ter observado que hemã-

cias diferentes se comportavam diferentemente frente ã mes-

ma lectina, somente por volta de 1908 è que foi demonstrado

que as fitohemaglutininas eram espécie-especlficas, isto é,
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que a atividade hemaglutinante detectada em extratos obti-
dos de diferentes sementes variava conforme a origem das
^"macias (LANDSTEINER & RAUBITSCHEK, 1908) . Por exeillplo,

xtrato de ervilha (Pisym sativym) aglutinava mais forte-
;':'nte. eritrõcitos de coelho ao que eritrõcitos de porco e

"arneiro.

Embora a existência de fitohemaglutininas em ex-

'•ratos de sementes já tivesse sido mencionada desde o sé-
calo passado, somente em 1919 é que foi isolada a primeira
i itohemaglutininay a concanavalina A, a partir de feijão-
de-porco (Canavalia ensiformis)(SUMNER; 1919) . Mais tarde,
RUMNER e HOWELL (1936) verificaram que a concanavalina A

além de possuir a habilidade de aglutinar células, tais co-
ino eritrõcitos e leveduras, era qapaz de precipitar glico-
génio e mucoproteínas. Eles mostraram, ainda, que as ativi-
dades da concanavalina A eram inibidas por açúcar de ca-
na, sugerindo que os receptores da lectina nas células aqlu-
binadas devia ser um carboidrato.

A propriedade de certas lectinas aglutinarem espe-

cificamente hemãcias só foi claramente determinada por

SUGISHITA (1935), quando estudou a lectina presente em soro

de .enguia, e BOYD (1947) e RENKONEN (1948), em plaiibas.
RENKONEN (1948) mostrou que extratos de sementes de Vicia
craçca aglutinavam preferencialmente hemãcias ao tjpo A,

e'liquanto que extratos de sementes de LoJ:_ii_s t.eJ:I:.ailo£lcl--l-.o-^.y.s
"ram específicos para hemácias ao tipo O. 7\lguinas lect-inas
"•o, ainda, mais seletivas exibindo uma maior eGpecif.i''"1;')-

por deterniinados subgrupos sanguíneos. BIRD (1951) ('l)-"

rvou que lectinas de Dolichos biflo^ aglul-inavain 111,1 i s
'orteinentG eritrõcitos do tipo A, do que os do tipo A,,. t.';s-

'' *
la propriedade associada ã especificidade das lectinas por
't^fcerTiinados carboidratos, teve um papel fundamental n.i olu-
cidacão das bases químicas da especificidade do sistewa ABO
(MORGAN & WATKINS, 1953). A partir ,de então, estudos siste-
niãticos foram intensificados na tentativa de descobertas de

novas lectinas que possibilitassem seu uso em tipagem san-
guinea.

Embora ELFSTRAND (1897) jã tivesse sugerido a de-

•11
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';i.gnação de .h.c-maglutinina para as aglutininas vegetaÍK, fce.L-
"io posteriormente extendido às imutioglobulinas, forniii ItOVD
" SIIARPLEIGH (1954) que, devido ã especj ficidade sangiiínea
"xibida por algumas aglutininas, propuseram o bermo locl.iiia
(do latim "legere", escolher). Esta denominação foi, então,
°stendida para todas as proteínas de origem não imune que

se ligassem a açucares ou glicoconjugados sem modificá-los

covalentemente, quer fossem elas provenientes de plantas,

animais ou microorganismos. .
Até o início de 1960 o interesse nas lectinas era

limitado. A partir de então, ocorreram descobertas impor-

tantes nesta área âe investigação científica atraindo ura
niaior número de pesquisadores. O primeiro grande passo foi

quando NOWELL (1960) observou que a lectina de Phaseolus
vulgaris, conhecida como PHA, era mitogënica. Esta desço-

berta causou um grande impacto ã imunologia, desfazei^âo a

ideia de que os linfõcitos seriam células que já haviam
atin.gido um estagio final não podendo sofrer, portanto, di-

visão ou diferenciação posterior. Mais recentemente, foi

visto que a capacidade mitogënica não esta associada apenas

as lectinas de Phaseolus vulgaris, uma vez que a concanava-

liua A apresentava propriedade semelhante (NOVOGRODSKY &

KATCHALSKI, 1971). Esta descoberta foi âe importância fun-
lamentai, uma vez que a atividade da concanavalina A, ao

'•ontrãrio da PHA, foi inibida por baixas concentrações de

itianose, sugerindo que a estimulação mitogënica era resul-

fcante da interação da lectina com açúcares da superfície- ce-
I aidr.

Uiiia oufcra doscoberLa marc.iiibo foi. [eLL.a poi" Mllt

e colaboradores (1963, 1965a,b) e BURGER e GOLDBERG(1967),

que observaram ser possível ra distinção entre células nor-

mais e malignas através da lectina de germe de trigo

(Triticum vulgare), atribuindo esta capacidade de diferen-

ciação as alterações das propriedades da superfície das cé-
lulas cancerosas. Outras lectinas, tais como a concanavali-
na A (INBAR & SACHS, 1969) e a lectina de soja (Glycine max)

(SELA et a.1., 1970) foram também reconhecidas quanto ã sua

capacidade âe preferencialmente aglufcinar células mali'inas.
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Hoje em dia, elas são uma ferramenta muito útil na pesquisa
sobre o câncer.

A cromatografiá de afinidade empregada para o iso-

lamento de novas lectinas (AGRAWAL . & GOLDSTEIN, 1965) jun-

tamente com a importância de suas propriedades mitogënicas

e habilidade de distinção entre células sadias e malignas
deram um novo impulso ao estudo dessas proteínas. Como con-

sequência, fatos novos contribuíram 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 et

al., 1972; HARDMAN & AINSWORTH, 1972); reconhecimento da

participação âe lectinas animais na endocitose de glicopro-

teínas (ASHWELL & MORELL, 1974) e de lectinas bacterianas

na infecção (OFEK et alo, 1977) e, ainda, o uso de agluti-

nina de soja no transplante de medula (REISNER, 1987).

1.3 - Ocorrência

r-
^

^

As lectinas estão amplamente distribuídas na natu-

reza, sendo encontradas tanto no reino animal como no reino

vegetal e até mesmo em vírus (SHARON & LIS, 1989).

A maioria das lectinas até hoje estudadas se en-

contra no reino vegetal, principalmente na família
Leguminoseae (BOYD, 1963; SHARON et al., 1974). No entanto,

a distribuição das lectinas difere entre as várias famí-

lias. Nas leguminosas, embora pequenas quantidades âe 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 proteicos (CLARKE
et al., 1975). Nos cereais, como è o caso da lectina de ger-
me de trigo (WGA) ela esta associada ao embrião (MISHKIND
et al., 1980). As lectinas também podem estar associadas a
outras partes da . planta, como aquelas .isòiâdas
de espécies pertencentes ã família das Solanâceas que estão

restritas aos tubérculos (MARINOVICH, 1964) . Em muitas es-
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pôcies de plcintas as lectinas estão ainda presentos r-inlior.f
em menor quantidade, em folhas (LAMB et a)._', 1983; Mc
PHERSON et al., 1987), raízes (CT^IMUE et al., 1985), dores
(CAZAL & LALOURIE, 1952), caules (PUEPPKE, 1979), pericar-
pôs (TALBOT & ETZLER, 1978) e em cascas de arvores (MS.LMBA-
LUBAKI et al., 1986) .

Embora tenhamos nas plantas as principais fontes
de lectinas, um número considerável destas tem sido detpo-
tado tanto nos vertebrados como nos invertebrados. Em rela-
cão aos vertebrados, dependendo da localização das lectinas,
elas são distinguidas em duas classes: solúveis e ligadas
a membranas, plasmãtica e/ou intracelular. Lectina solúvel
foi encontrada no soro de Anguilla angyilla (JONSSON, 1944).
Outros autores também relataram a presença de lectinas em
soros de outros peixes (DESAI & SPRINGER, 1972). Por outro
lado, lectinas de membranas foram encontradas no fígado, mais
especificamente em hepatõcitos e células Kupffer, de vários
animais, tais como coelho (LEE & LEE, 1988), rato (LEIIRMAN
et al., 1986 galinha (BEYER et al., 1979). Lectinas fo-
ram também encontradas em anfíbios (ROBERSON & BARONDES,
1982), na medula de coelho (CATT & HARRISSON, 1983), no
plasma humano (KAMAZAKI, 1986) e em pulmões de rato (CERRA
et al., 1984). Nos invertebrados, as lectinas forain eiicon-
tradas em esponjas (MÜLLER et al., 1979), caranguejos
(RAVINDRANATH & COOPER, 1984), caramujos (OTTAVIANI &TARUGI,
1986) e insetos (BARRACO íx LOCH, 1988).

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

r . *

i

c

1.4 - Detecção, Isolamento e Esurificação

A presença de lectina em um dado material biològi-
co pode ser detectada verificando se a mesma aglutina eri-
trócitos, precipita polissacarídios ou, ainda, glicopro-
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heínas. lintretanto, a maneira mais simples de se defceci.íir

sua presença, em uma dada preparação é através de c-'nsai.o (lr
heiiidylubiiiaçao. Uina vê;7 que os resulfcados sejani pdsi.t-ivi..':-;,
o próximo passo é demonstrar que a aglutinação ou precipi-
tacão pode ser inibida por açucares simples ou coniplexos.

A atividade hemaglutinante é normalinente dffceniii—

nada pelo método de diluição seriada, usando-se eril-.rõcitos

modificados enzimaticamente ou não, sendo a atividade ex-

pressa, como o recíproco da maior diluição que da aglutina.-
cão visível. O tratamento enzimãtico mais usual das hema-

cias é a digestão com tripsina (LIS & SHARON, 1972) ou neu-

raminidase (MARIKOVSKI et al,., 1976) que, em geral, aumenba
a sensibilidade das células à aglutinação. Ê comum, tam-

bem, fixar os eritrôcitos com glutaraldeído ou fornialdeído
que, por conseguinte, estabilizam as células, obtendo-se,

assim, u'na preparação padrão capaz de ser utilizada por lon-

gos períodos de tempo (BUTLER, 1963; FISHER & BRANTON, 1974) .
A obtenção de lectinas purifica da s è esspii<:-i al pn-

ra o estabelecimento de suas propriedades moleculares, fi-
-iiolõgicas e possíveis aplicabiliâades. Até recentemente, as
lectinas erain isoladas através de métodos tradic'ini)nis «•1e

fraclonamejifco de proteínas, como precipitação sal.i.n<i.(..)ucri.)~

matografia de troca iõnica.' No entanto, devido ao fato das

lectinas serem capazes de reconhecimento específico e licja-
cão reversível a carboidratos, um novo método de isola-

mento tem sido empregado, a cromatografia de afinidade. Nes-

te processo, ocorre a interação da lectina com uma matriz

derivada ou ligada, a um açúcar inibidor especifico desta

proteína e, posteriormente, sua eluiçao com uma solução do

açúcar específico ou por diminuição do pH do eluente (LIS
et al., 1974). ', t

Um número considerável de polissacarídios pode ser
usado como adsorventes, tais" coino a Sephadex (MOREIRA et

al., 1983), quitina (SHANKAR-YER et al., 1976) e a goma

de guar (SALES et al., 1989). Outros procedimentos ein-

pregados incluem o uso âe colunas de Sepharose ligada a mo-

no ou oligossacarídios ou, ainda, a glicoproteínas, coiuo fe--{
tuína (PINTO, 1987),mucina gástrica (ETZLER & KABAT, 1970)
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e substancia do grupo sanguíneo A^ (de OLIVEIRA e_b aj. ,
1989), e a ligantes sintéticos, por exemplo o N-g - aininoca-

proil e o N-acetilglucosaminilamina, que são usados na pu-

>'.i. ficaçao da agluLinina de soja e de geriiic (IP t.riqo, re;';"

pectivamente (LIS & SHARON, 1981). Estromas glutarizados,

preparados a partir de hemãcias humana, também foram usados

no isolamento de lectinas presentes em sementes âe três re-

presentantes do género Artocarpus (de OLIVEIRA, 1980; MO-

RE I RA & OLIVEIRA, 1983).

1.5 - E specij^ic i^ade por Açúcar

í
^*'

A especificidade das lectinas por açúcares é, nor-

malmenfce, determinada pela técnica de inibição, na qiial di-

ferentes monossacarídios, oligossacarídios ou glicopeptí-

dios são testados e comparados com base na concentração mí-

nima necessária para inibir a reação de hemaglutinação ou

precipitação de glicoconjugados pela lectina.

De maneira geral, as lectinas são classificadas de

acordo com suas especificidades por monossacarídios estabe-

lecida por MAKELA (1957) que dividiu os monossacarídios ini-

bidores em quatro grupos dependendo da configuração do C-, e

C^ do anel piranosídico: L-fucose (grupo I), galacfcose / N-
acetilgalactosamina (grupo II)r glicose/manose (grupo III)
o" Idoso, gulo:-;e, L-gli.cose e L-xiloso (grufxi TV). A'; l'"-

Linas específicas para galactose (e N-acelilgalaclut;<iiii in<i)

parecem ser as mais abundantes uma vez que- estão geraliiiente

presenLes em todas as classes de organismos. Por outro la-

do, a distribuição de lectinas ^ue ligam manose é mais li-

mitada tendo em vista que estas não foram encontrada.:-; e.iii

muitos organismos, por exemplo' nos invertebrados.

Embora esteja bem estabelecido que lectinas inte-

ragem preferencialmente com os monossacarídios, existem lec-

tinas que se ligam mais fortemente a oligossaca.rídios. Em

tais compostos, o monossacarídio para o qual a lectinaées-

pecífica esta presente, na maioria das vezes, na extremida-
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biológicas de.s lectinas permanecem mesmo quando o açü-

car é removido ou modificado por tratamento químico
ou enzimãtico (HOFFMAN & DONALDSON, 1987). Os açúcares

inais frequentemente encontrados são a manose o N-acol i Iq lii-

cosamina embora muitas lectinas de legumes contenham

1,-fucose e xilose (ASHFORD et al., 1987).

As lectinas vegetais se caracterizam por serem ri-

'•as em acido aspártico, serina e treonina e, pobres em ami-

noãcidos sulfurados. No entanto, existem algumas exceções,

como é o caso das lectinas de germe âe trigo e de batata, que

são ricas em cisteína possuindo 20 e 11,5 % do total âe re-

síduos de aminoâcidos, respectivamente (ALLEN, 1983;ALLEN et

al., 1973).

As sequências primarias ,de muitas lectinas têm si-

do determinadas pelo emprego de métodos convencionais para o

sequenciamento de proteínas (íIAPNER et al. , 1983) e por dedução

da sequência de nucleotídios do DNA (cDNA) sintetizado pela

transcriptase reversa a partir do mRNA da lectina (VODKIN et a L,

1983) , revelando a existência de varias lectinas homologas.

examinando a sequência de aminoâcidos da uoncanavaliiia A e com-

parando-a com as sequências de outraslectinas, como as de len-

Lilha (FORIERS et al. , 1978) , ervilha (RICHARDSON et al., 1978)

e Dioclea grandiflora (RICHARDSON e-fca_l. , 1984), observa-se um

elevado grau de homologia. As similaridades das estruturas pri~

inãrias das lectinas pertencentes a uma família de pla.íita su.ge-

rem uma origem genética comum para essas proteínas e, ainda, que

'•'sta conservação durante o processo evolutivo foi fundaiiioiital

a preservação das funções comuns das lectincis, bem como ã

Robrevivõncia da espécie (HOWARD et al., 197':)).

.» K.

I.. 7 ~ B-Í-o_lo^í.-'-a. das Lectinas de Plantas

^

,;

A ocorrência generalizada âe lectinas na natureza

e sua habilidade em discriminar sacarídios intiniamenfcc' Ï-Q-

lacioandos, tem levado a uma serie de especulações sobre

suas funções fisiológicas. Existem vários indícios, tais co-
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mo a sua conservação durante a evolução como família de pro-

teínas homólogas e o controle de sua síntese e degradação

durante o ciclo vital do organismo, que reforçam a ideia

de que as lectinas, de fato, foram adaptadas para uma série

de papéis fisiológicos.

1.7.1 - Funções nas Plantas

a

lfc.

Apesar de ser senso comum entre a maioria dos pes-

quisadores de lectinas de plantas, a ideia âe que elas são

proteínas com papéis fisiológicos bem definidos, estes ain-

da não foram claramente determinados. As especulações fei-

tas a este respeito advêm, primariamente, da capacidade das

lectinas de interagir com carboidratos (ou compostos que

contenham carboidratos). CALLOW (1975) sugeriu que tal ca-

racteristica deveria ter alguma implicação "in vivo", pres-

supondo a existência de receptores glicídicos ou glicocon-

jugados endógenos 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

ensifonnis (BOWLES & MARCUS; 1981), Dioclea grandiflora

e Diqclea esclerocarpa (HORTA-BARROS et al., 1987).

A presença de sacarose e seus derivados em semen-

tes de leguminosas, levou ã sugestão de que as lectinas po-

deriam participar na fixação e transporte desses carboidra-

tos na planta, uma vez que esses açúcares participam âa mo-

bilização de reserva de carboidratos (ENSGRABER, 1958).

Uma outra função atribuída as lectinas é que elas

atuam como reserva para o vegetal. A ocorrência de quanti-

dades substanciais de lectinas em órgãos de reserva, o con-

trole do seu aparecimento na semente e seu comportamento du-

rante a germinação assemelham-se bastante ao que ocorre com

outras proteínas de reserva. (ROUGÉ, 1974), observou que as lec-

tinas e globulinas cotiledonãrias de lentilha âesapareciam

paralelamente ao longo da germinação. No entanto, o compor-

tamento das lectinas de Canavalia brasiliensis durante a
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í.'n-ç-(?'32L-ï;.JL?J eJn plantas de tomate (I:LycL°J::>.erls.ÍC-c'-n iLSC-uï.entu"1)
obtendo-se assim, um controle de até 75 % do patógeno eni re~
L-içao as [;.)lanbas não infectadas.

A relação simbj.obi.ca enLro ay bactcrias do .1. ni.i>.
Khizobium e as plantas leguminosas ë de suma. iinportancL-i no
agricultura. Esta simbiose ë um processo que envolve 3 ade-
são da bactéria a raiz, infcernalização, e subsequente nodu-
lação que culmiiia na habilidade da planta infectada e»i fi-
xar nitrogénio. Algumas evidências experimentais suge-
rem que as lectinas estão envolvidas nessa interação,
uma vez que elas são componentes intríiisecos da maio-
ria dos legumes podendo agir no reconhecimento de açucares
presentes na superfície celular ao simbionte (BAUER, 1981).
Esta ideia foi reforçada pela recente demonstração que uma
linhagem de células de raízes de soja era capaz de intera-
gir com Rh^obimn japonicum e, que, esta poderia ser evi-
tada na presença do açúcar inibidor (HO et al., 1986).

Ainda nesta linha, tem sido especulado o rnecciiiismo
de ação das lectinas de uma maneira mais direta. DAZZO e
colaboradores (1986), observando a interação simbiõtica en-
tre Rhizobium tn^li e Trifolium repens, propuseram que a
lectina interage com os sacarídios presentes nas sii|v'r-fí.-
"ies celulares da bactéria e da raiz formando uma ponte.
;\lé]ii disso, eles mostraram que a trifolina, uina lectína do
Trl-ll°Àlym r.e£-ens' era capaz âe interagir apenas com Rhizobium
l.r.ifoli. Estudos posteriores demonstra.ram que a prcR^nç.')
'-ira lectina è um prè-requisito para que hajaodesenvoivJmeri."
fco do nódulo, pois as bactérias invadiriam e formariam nõ~
dulos somente em alguns hospedeiros, sugerindo, dessa ma-
iicirü, que as iectinas se coiiiporlaiii como modit.idoras do ic-
conhecimento e da ligação dtí bactérias específicas (LONG &
liHRHARDT, 1989; DIAZ et al., 1989).

A descoberta de que algumas lectinas são mitogëni-
cãs levou ã sugestão de que elas poderiam estar envolvidas
nos processos de diferenciação e desenvolvimento ao embrião
da semente, possivelmente controlando a velocidade de divi-
são celular. KAUSS e GLASSER (1974) sugeriram que as lecti-
nas presentes na parede celular- dos vegetais estão envolvi-
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'ït*, das em processos de cresciiriento celular. Te-'iii sido coiiferi-

do as lectinas o papel de reconhecimeiito celular em
plantas superiores e, particularmente, na .int-eraçao f(1'lp!i-

|)nh'ilo (KNOX e.t al., 1976). Devido <is locliii.is o;'!.11. "i ,1-

saciadas não covalentemente a células da parede celu)..if ('If

plantas ë sugerido que elas possam ligar componentes da pa-

rede na forma, de ligações cruzadas, auxiliando na eloiigação

celular (KAUSS & GLASER, 1974; HAASZ et a.1., 1981). StIARON

e LIS (1972) propuseram que as lectinas podiam atua.r como

agentes de manutenção de complexos multienzimãticos.

Apesar de nenhuma destas funções ter sido defini-

tivamente estabelecida, sabe-se que as lectinas são prot.eí-

nas de grande importância para o vegetal, visto que ha vã-

rios indícios de que elas conservaram muitas de suas pro-
priedades fisico-quimicas e imunolõgicas durante a evolução,

principalmente, entre espécies do mesmo género (de OLIVEIPA;
1980; MOREIRA & OLIVEIRA, 1983); e família (BHATTACHARYYA
et al., 1981).

1.7.2 - Interações com Outros Sistemas Biológicos

-^

Todas as células possuem ca.rboidra.tos em suas su-

perfícies tanto na forma de glicoproteí-ncis e glicol-i.pTdios
(eucarióticas) ou de polissacarídios (procariôticas) . Esses
carboidratos servem co.mo sítio de ligação para as lecbinas,
ligações estas que induzem uma variedade de alterações nas

células que, por sua vez, refletem as atividades biológicas
das lectinas. O estudo dessas atlvidades fornecem informa-

coes importantes a respeito das próprias lectinas, bem como
de sua aplicabilidade.

A reação de aglutinação foi a primeira manifesta"

cão de interação entre lectinas e células e constituiu uma

das maneiras mais fáceis para revelar a presença âe lecti-
nas em um material biológico. Embora a aglutinação pareça
um processo pimpleü, é necessário que algumas condições en-



16

<<

M.

^.

tre a lectiva e a célula complexante sejam satisfeifcar;. Coni |
relação ã lectina devem ser considerados seu peso molecular j
e o número de sítios de ligação para carboidratos. Do ponto
dc v.i.st:.! da célula deve sfr lev<"ido ein coiis i.dn.'ticao 1.1 iiuiiici't1
e a acessibilidade dos si lios de ligação para as lecbinas, :
fluidez das membraiias, relevando-se, ainda, o estagio rneta-
bõlico da célula (NICOLSON, 1974) . A aglutinação ë tnmbéni
afetada por condições externas, tais como temperatura, con-
centraçao celular, etc. A participação das lectinas nas rea-
coes de aglutinação, constitui uma excelente ferramenta uti-
lizada na identificação âa natureza aos carboiâratos pre-
sentes nas células, bem como para a detecção de modi fica-
coes das superfícies celulares durante os processos normais
e patológicos, tais como crescimento, desenvolvimento ou
transformações malignas (SELA et al., 1970).

A estimulação mitogënica de linfõcifcos por certas
lec t.i nas, co n. s t: i t u i uni a d e s u a s p r i n c i p a i s a k i v i. d a. d e cf> b i, o ~
lógicas, uma vez que a estimulação de linfõcitos é uni fenõ-
meno chave na resposta imunológica. A primeira atividade mi~
fcogënica detectada em lectinas foi aquela associadci a lec~
tina de Phaseolus vul gari s (NOWELL, 1960). Posteric.trnicnte,
foram encontradas atividades semelhantes em lectinas i.sola-
das de Lathyrus sativa (KOLBERG & SLETTEN, 1982), Canavalia
ens^_for_mis (POWELL & LEON, 1970) e LaLthyrus o.cl.o'r.aí.y^.
(KOLBERG, 1978). A maioria das lectinas mitogënicas a'ô ho-
je estudadas estimulam somente uma população de linfõcitos
timo-dependentes (células T ou linfôcitos T) , sendo inti-
vás para os linfõcitos timo-indepeiidentes (células B ou lin-
fõcitos B). No entanto, existem exceções fora do rei-
no vegetal, como è o caso da lectina de Dictyostelium

'•- *.___.purpure um (LIPSICK e_fc aj^. , 1980) que estimulam cë-
lulas B mas não células T. Ha também indicaçõc;s que
estimulam tanto linfôcito» T como B (SIIA.RON & LIS,
1989) . Um fato interessanite ë que as lecfcinas mi-
fcogënicas, ao contrario dos antígenos, estimulani urna
grande proporção de linfõcitos susceptíveis. indepen—
cientemente de sua. especificidade antigënica. I';st-<-)
nropriedade leva d urna amplificação da rcspo;:?"
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k<"i mil-oqënica, auxiliando no estudo e del:rcçãode;ill''raç(i";';

associadas com a proliferação celular (IMBODEN, 1988).

Varias lectinas milrogënicas parfcicípam do roaçoc";

de lise celular, processo conhecido como citotoxicK.l.ide d(.'-

pendente de lectina (YUE et al., 1973). Nessas reações não

ê necessário que haja especificidade imune entre as cèlu-

las, haja vista a habilidade das lectinas para ligar-se a

ambas as células, efetora e célula alvo, promover.do, assim,

a proximidade necessária para facilitar a atividade citolí-

tica das células efetoras. No entanto, deve ser ressaltado

que a ligação das lectina» às células não é suficiente para

desencadear o processo de lise cel.ular, po j s sabe-i'.c quo

lectiiias não mitogënicas também ligam-se as célulcis seui cau-

sar-lhes nenhum dano. Tem sido proposto para as reaçóes de-
pendentes de lectinas, que estas se ligam e modificdiTi a su-

perficie das células facilitando o reconhecimento peleis cè-

lulas efetoras (SII7VRON & LIS, 1989).

Uma outra participação das lectinas em processos

de citotoxicidade é na destruição de células tumorais pêlos

macrofagos (ROTHLEIJM & KIM, 1982) . Essa propriedade è me~

diada por um numero limitado de lectinas que são hábeis pa-

ra se ligarem a carboidratos das células alvos e ef fitaras.

Uma outra atividade biológica atribuída a algumas

lectinas é a açao iiisul-inomimét.ica. É hoje bastante eviden-

te que a concanavalina A, aglutinina de germe de trigo e

outras lectinas (CUATRECASAS & TELL, 1973; SHECHTER & SE;LA,

1981) niimefcizam os efeitos da insulina nos adipócitos nsti-

mulando a lipogënese, o transporte de glicose e a Jiiibiç5o

da lipõlise. Esta ativiâade pressupõe que existem recepto-

rés glicídicos nas superfícies celulares para a insulina com

os quais as lectinas são capazes de interaçir (CUATRECASAS,

1973) .

y-
1.8 - Aplicação das Lectinas

As lectinas se caracterizam por apresentarem uma
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série de propriedades biológicas singulares e algumas das

quais já tem sido empregadas em estudos bioquímicos, clín.i.-
cos e biológicos (SHARON & LIS, 1989).

A inibição da inberaç^o específica oatre uni I'ir'po--

l.iinero e uma lectina por açúcares simples, pode ""' i i (L'

coino uiiin Gvidëiicia de que •o poliuie.cu cotil-òii! c<ií'boid).'.i l o . A?;

sim ë que as lectinas têm sido utilizadas como suporfces OKI

cromatografias de afinidade para. o isolamenfco e dc1n)oiis t:ra-

cão da natureza glicoprotèica de receptores de hormõiiios,

fafcores de crescimento, neurotransmissores, iinunoglobuliiias

e compostos relacionados (GIOANNINI et al., 1982).
As lectinas têm dado uma grande colaboração ao co-

nhecimento da estrutura química das membranas, das vias in-
tracelulares de glicosilaçao de proteínas e de mudanças que

ocorrem em glicoconjugados durante a diferenciação, cresci-

mento e desenvolvimento celular (LIS & SHARON, 1986).

As modificações no conteúdo, na distribuição e

acessibilidade de glicoconjugadoscelulares e extracelularos

são, frequentemente, associadas com os processos patolõgi-

cos. Assim sendo, o estudo das lectinas tem se intensifica-

do na tentativa de usa-las como reagentes nos diagnõsfclcos

om casos clínicos. Dessa forma, e que numerosos estudr's bôni

sido feitos comparando a ligação das lectinas a células nor-

itiais e malignas. Tais investigações tem contribuído porá (.>

esclarecimento das alterações estruturais dos carboidratos

das superfícies celulares que acompanham as transformações
malignas, bem como, na caracterização de metâstases (FREEMA.N,

1983; FISCHER et al., 1984). Assim, estudos de interaç,:ío da

lectina de Helix pojmat_ia corn célul-cis maligiias, fornoci.'raiii
indicações que esta. pode ser utilizada no prognostico de
cancer de mama (YUAN et al., 1986). Por outro lado, em-

bora tenha sido detectado um número considerãvel do lec-

tinas que interagem com células malignas, ouso clínico dês-

tas ainda, ë limitado. A principal razão para isto é que os tu-

mores geralmente mostram uma heterogeneidade celular. Ainda na

patologia as lectinas tem se mostrado como excelentes fer-

ranientas nos estudos de doenças lisossomais (CASTAGNARO o h al.,

1987; LAGERON, 1987) e da pneumonia (DAMJANOV, 1987).



19

•^

>?"•

1»,

Na clínica, lectinas têm contribuído para a eluci-

dação da estrutura química dos determinantes de grupos san-
guineas do sistema ABO. Assim, estudos de inibição por hap-
tenos com as lectinas de Phaseolus limensis. Vicia cracca,

específicas para o grupo A e de Lotus tetragonolobus e

A!}5ü.l.l-la; alï3uíu:5.f específicas para o grupo O, forneceram as
primeiras indicações de que N-acetilgalactosamina e L-

fucose desempenham um papel importante na especifi.c-idadç;

dos grupos A e 0(H), respectivamente (LIS & SHARON, 1986).

Lectinas também têm sido usadas na distinção de células e

subgrupos sanguíneos como exemplo temos alectina de Dolichos
biflorus (JUDD, 198U) e Crotalaria striata (de OLIVEIRA et

al., 1990) que distinguem o subgrupo A^ do A^ e a lectina
de Yiçi_a graminea que diferencia células M e N (PRIGENT &

BOURRILLON, 1981). Ainda na pesquisa clínica, a estimulação

mitogënica por lectinas, em particular a PHA e a concanava-

lina A, fornecem um meio fácil e simples para avaliar a imu-

nocompetëncia de pacientes padecendo de uma diversidade de

doenças, como por exemplo os portadores da AIDS (SIIARON &

LIS, 1989). Ainda nesta area, as lectinas têm 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 identificação de células

leucëmicas (GABIUS et al., 1988).

A seletividade de lectinas por glicoproteínas de

superfícies celulares tem sido empregada em microbiologia e

em parasitologia. Assim ë que lectinas têm sido usadas na
diferenciação de membros da família Neissariaceae. SCHAEFER

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

go aglutina mais frequentemente Nei^s^eria gonorrhqeae do que

Neisseria meningitidis, embora tenha sido relatado que a

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

rios meningococii também interagem com a aglutinina de ger-

me de trigo (CURTIS & SLACK, 1981). As lectinas também têm

auxiliado na diferenciação entre formas procíc.licas de tri-

panos somas africanos (MUTHARIA & PEARSON, 1987) e de cepas

de Tripanossoma cruzzi (SCHOTTELIÜS, 1982) .
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1.9 - Lectinas nas Dietas

i».

Devido a gra.nde tendência atual ã utilização de

alimentos iiaturais, principalmente de origem vegetal, e,
tendo em vista que um aumento no suprimento de proteínas
animais iião é realístico, as proteínas vegetais terão uma
função mais relevante no campo da nutrição animal.

É de conhecimento geral que a maior parte dos ali-

mentos, principalmente os pertencentes a família J.eyumi-
nose<3.e, contém lectinas as quais podem ser pobe.iiclci.Liiieiifce
toxicas quando consumidas, representando um grande risco pa-
ra a saúde animal e humana (LIENER, 1986; PUSZTAI, 1989). /\

toxicidade parece depender não somente do animal que iiiqere
essas lectinas, mas ao tipo de lectina utilizada. O qrau de
toxidez das lectinas de diferentes origens pode ser atri-
buída a variações na susceptibilidade ã digestão no iiites-
tino dos animais.

Realmente, tem sido observado que proteínas vege-
tais são, geralmente, maiü resistentes ao ataque proteolí-
tico do que as proteínas de origem animal (LIENER, 1976;
BRESSANI & ELIAS, 1980; PUSZTAI, 1985). Experimenta lineiite,

tem se verificado que certas lectinas são altamente resis-
tentes a proteõlise no trato gastrointestinal, visto que al-

gumas lectinas podem ser recuperadas intactas e biologica-
mente ativas em amostras de fezes de ratos alimentados com

dietas contendo lectinas de Phaseolus v.ujL^ar^s (PUSZTAI,
1981), Canavalia ensiformis (NAKATA & KIMURA, 1985) e Cana-
valia brasiliensis (VASCONCELOS et al., 1989).

Sendo as lectinas resistentes ã digestão no i.iites-

tino elas podem reagir com carboidratos exisfcentes na;-') inem-
branas das numerosas células intestinais, interferindo nas

..suas funções digestivas, absortivas, protetoras e secretõ-

rias (JAFFÊ, 1960). Assim é que bem sido observado duo r-1
lectina de Phas^olus vy^Lgaris se liga as inicrovilc'; i.''aâep
do duodena e jejuna de ratos, resultando no aparec:! niriito d"-
.l.esõe-s e desenvolvimento anormal das vilosicl'-ides (I'l.lS7,T7\!
et al., 1979; KING et al., 1986).
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Por outro lado, a ingestão de lectinas toxicas pró-
voca um desequilíbrio do metabolismo intermediário das pró-
teínas, gorduras e carboidratos, possivelmente devido a al-
terações da permeabilidade intestinal (DONATUCCI et al. ,
1987). Ademais, lectinas podem interagir com hidrolases da
superfície intestinal interferindo no processo normal de ab~
sorção, uma vez que estas enzimas desempenham um papel fun-
damental na digestão de proteínas e carboidratos (TRIADOU &
AUDRAN, 1983). Mais ainda, esta interação causa uma inibi-
cão das peptidases (ERICKSON & KIM, 1983) e enteroquinases
(ROUANET et al., 1983) intestinais. De fato, foi verificado
que muitas vezes a ingestão de lectinas induz uma redução
das atividades das peptidases da mucosa intestinal (HIGUCHI
et al., 1984; ROUANET et al., 1985).

Essas observações dos efeitos das lectinas sobre a
estrutiira e função absortivas do intestino apoiam a suges-ïi
tão original de JAFFÊ (1960) de que os resultados observa-^
dos'devido a ingestão de lectinas se devem a habilidade de~
las combinarem-se com receptores celulares intestinais es-
pecíficos, levando a uma interferência não específica em re-
lação a absorção e utilização dos nutrientes. Realmente,
grande parte das lectinas ocasiona uma modificação das vi-
losidades intestinais, redução âa área de absorção e acele-
ração da perda de células. Todos esses danos podem justifi-
car o baixo valor nutritivo das proteínas de leguminosas
quando ingeridas cruas.

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

PUSZTAI et al. (1981), consideraram a possibili-
dade das lectinas intactas ou parcialmente digeridas pene-
trarem no sistema circulatório levando a uma série de rea-
coes adversas, tais como a inibição da síntese de proteínas,
hipersensibilidade imune local ou sistémica ou, ainda, ada-
nificação direta dos tecidos. Exemplos mais diretos de al-
terações causadas pela ingestão âe lectinas toxicas é a hi- \
perplasia pancreãtica, causada pela lectina da soja (GïíANT
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A efc al., 1987) e atrofia do timo, decorrente da lectina de
Phaseolus vulgaris (de OLIVEIRA et al., 1988; de OLIVEIRA,
1986) .

Assim a combinação de todos esses efeitos pode afe-
tar a utilização dos nutrientes bem como o crescimento e a
saúde dos homens e animais.

1.10 - Destoxificação

i--.
•^

%.

?.

Os efeitos tóxicos 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 número considerável de trabalhos mostrou que o
tratamento térmico tem sido bastante aplicado na inativação
de substâncias antinutricionais por ser um método acessível
e fácil. No entanto, a eficácia desse tratamento depende das
condições em que ele é feito. Por exemplo, OSBORNE e MENDEL
(1917) verificaram que o aquecimento a seco è menos efetivo
do que sob condições aquosas. Assim é 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 é suficiente para abolir toda
sua atividade toxica (GRANT et al., 1982). Por outro lado,
o superaquecimento leva, algumas vezes, a inviabilidade de
certos arninoãcidos resultando na redução do valor nutritivo
do alimento. Assim, a eficácia da inativação dos fatores
antinutricionais depende do controle da temperatura, assim
como da duração ao tratamento.

Estratégias alternativas visando a eliminação to-
tal da toxidez das lectinas ou mesmo sua redução no vegetal
têm sido empregadas. Exemplos destas são a autoclavagem
(KAKADE & EVANS, 1965) e a obtenção de cultivares genefcica-
mente modificados contendo uin baixo teor de lectinas, sem,



23

'^
>•

contudo, alterar a proteína total da semente (USBDI^N

BLISS, 1985).

&

;»(.
-.

1.11 - Objetivos do Trabalho

O presente trabalho tem como objetivo a purifica-

cão da lectina presente em sementes de D ioc lea 3UAari?-Il.^A^.
Duke, var. lasiophylla e a sua caracterização parcial atra-
vês de métodos fisicoquímicos, imunoquímicos e biológicos.
Pretende-se também com os dados obtidos, demonstrar a se-

melhança desta lectina com outras já isoladas de sementes

de espécies pertencentes a tribo Diocleae e assim, indire-

Lamente, comprovar a importância fisiológica dessas proteí-

nas para o vegetal, bem como contribuir com a ideia de seu

uso como marcadores taxonõmicos.
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2 - MATERIAIS

2.1 - Sementes

No presente trabalho foram utilizadas sementes de

Dioclea guiane^nsis Duke, variedade lasiophylla, coletadas

no campus âa Universidade Federal do Ceara.

2.2 - Sangue

^

Amostras de sangue humano- ao sistema ABO foram ob-

tidas de doadores sadios através do Centro de Hemoterapia do

Ceará (HEMOCE).

Amostras de sangue de coelho foram obtidas âe ani-

mais adultos mantidos no biotério ao Departamento âe Bioquí-

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 Ciências Agrarias da Universidade

Federal do Ceara.

2.3 - cistos de Artemia salina

cistos de camarão (Artemia salina LeachiF foram

doados pelo Setor de Microbiologia ao Departamento de Bio-

logia da Universidade Federal do Ceara.

24
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2.4 - Outros Materiais

Acrilamida, N,N-metileno bisacrilamida, agarose,
albumina sêrica bovina, inibiâor de tripsina de soja, oval-
bumina e superose 6 HR 10/30, Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA.

Adjuvante completo de Freund, B.D. M.erieux, França.
Beta-mercaptoetanol e dodecil sulfato de sódio, 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 camarão, Carolina Biological supply

Company, Burlington, North Carolina, Gladstone y Oregon.
Os demais reagentes foram de grau analítico e ob-

tidos comercialmente.

-.

<>
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3 - MÉTODOS

3.1 - Preparação 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 f'
^;

3.2.1 - Determinação de Umidade

Para a determinação da umidade, pesa-filtros tara-
dos contendo de l a 2 gramas de farinha âe Dioclea
guianensis, foram colocados em estufa a 110°C por 24 ho-
rãs. Em seguida, eles foram transferidos para um dessecador
ate que atingissem a temperatura ambiente. Os pesa-filtros
foram pesados e colocados na estufa por mais quatro horas
e, assim, sucessivamente ate a obtenção de pesos constan-
tes. O teor de umidade foi calculado pela diferença entre
os pesos inicial e final das amostras, sendo esse valor ex-
presso em percentagem.

'»•
^ 3.2.2 - Determinação do Nitrogénio Total

A determinação do teor de nitrogénio total da fa-

26
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rinha de Dioclea guianensis foi feita seguindo-se o método

descrito por DAVIDSON (1970).

Amostras contendo de 5 a 10 mg da farinha foram mi-

neralizadas na presença de l,5ml de acido sulfúrico coiicen-

trado e 1,5 g de catalisador (K ,,30, + CuSO/ .5H,,0, na pro-
porção de 5:1, peso/peso). As amostras digeridas foram, en-

tão, transferidas para um destilador de Kjeldahl onde foram

adicionadas 25 ml de agua deionizada e 15 ml de NaOH 40 %.

O destilado foi coletado em 10 ml de acido bórico a 2 % en-

cerrando o indicador verde de bromocr'-:'sol e vermelho de me-

tila e titulado com HC1 0,01 N, que havia sido previamente

padronizado usando-se amostras de (NH^Ï^SO^ de massa conhe-
cida.

'%

3.2.3— Determinação de Lipídios Totais
.*•

Os lipídios totais foram determinados confuinie a

técnica descrita por TRIEBOLD (1946) , sendo o éter substi-

tuldo por hexana.

Aiiiostras contendo de l a 2 gramas dd fnr .iiili<.i di.-

Dioçlea gyianensis foram pesadas em cartuchos âe papel de

filtro e colocadas em um extrator de Soxhlet contendo hexa-

na normal por aproximadamente 4 horas. Ao término da extra-

cão, o solvente foi evaporado em banho-maria a 70°C e, em

seguida, o material ext-aíâo pesado. A f ração lipídica to-

tal foi estimada em percentagem do peso seco da amostra.

:1

•I

i

^

3.2.4 - Determinação de Cinzas

Para determinação do teor de cinzas foram utiliza-

dos cadinhos de porcelana tarados contendo de l a 2 gramas

da amostra. Os cadinhos foram colocados em mufla a 500°C

ate a completa destruição da matéria orgânica, apôs o que

foram mantidos em um dessecador até que atingissem a tempe-

I

•1

••i
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ratura ambiente. Em seguida, eles foram pesados e o teor de

cinzas calculado por diferença e expresso em percentaqein do

peso seco da amostra.

3.3 - Determinação da Concentração õtima de N a C l ^ara Extra-

cão da Atividade Hemaglutinante

A farinha de Dioclea guianensis preparada como des-

crito em 2.l foi submetida ã extração com agua destilada e

com soluções de NaCl a diferentes concentrações (0,1, 0,2,

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

por 4 horas sob agitação constanfce a temperatura ambiente.

Os c^xtratos foram centrifugados a 20.000 x g (cenfcrífuga

Sorvai RC-5) por 20 minutos a 5°C. Os sobrenadantes ol't;, idos

foram filtrados em papel de filtro Whatman n0 l e submefci-

dos a ensaio de atividade hemaglutinante e dosagem dc' pro-

teína. Os precipitados foram descartados.

í"*

3.4 - De^terminação do pH õtimo de Ex_fcraçao

A farinha de Dioclea ^ui^nens^s, obtida conforme o
item 2.1, foi submetida ã extração com NaCl 0,15 M na pro-

porção de 1:10 (peso/volume), sendo o pH ajustado com HCl

ou NaOH para os seguintes valores: 2, 4, 6, 8 e 10. Estas

suspensões foram deixadas 4 horas a fcemper-afcura aintii otifco

sob agitação constante e, então, centrifugadas a 20.0ul)x g

por 20 minutos, a 5°C. Os sobrenadantes foram filtrados em

papel de filtro. Os resíduos obtidos foram desprezados e

alíquotas dos sobrenadantes foram usadas para deterniinacao

de proteína e ensaio âe atividade hemaglutinante.
*;
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3.5 - Preparação do Extrato Total a pH 8,0

'—ï,

Conforme os resultados obtidos nos itens 3.3 e

3.4, farinha de sementes quiescentes â.e Di.oclea^ 3u.i_ane.nsl.s'

preparada coino descrito em 2.1, foi submetida ã exfcração
com NaCl 0,15 M, pH 8,0, na proporção de 1:10 (peso/volume)

por 4 horas a temperatura ambiente. Apôs esse tempo, a sus-

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

e em seguida, filtrada em papel de filtro. O resíduo foi
descartado e o sobrenadante obtido, chamado Exfcrato Total,

foi usado para determinação da atividade hei^aglutiiiaiite e

de proteína. O extrato total foi dialisado contra água du-

rante 48 horas e, posteriormente, liofilizado e armazenado

a 7°C, para uso posterior.

3.6 - Determinação de Proteínas

-l.
,^

As âosagens de proteínas nas diversas amostrap fo--

ram feitas pelo método de BRADFORD (1976). A 100 lildeamos-

tra, em diferentes concentrações foram adicionados 5 nil do

reagente de Bradford. A mistura foi agitada e após 10 minu-
tos foram feitas as leituras das absorbancias a 595 rim em

espectrofotõmetro Varian 634. A concentração de proteínas
foi estimada em relação a uma curva padrão obtida com albu-
mina sérica bovina.

A concentração de proteína nos eluatos das colunïis

cromatogrãficas foi determinada pela medida da absorbancia
a 214, 230 ou 280 nm.

.^
3.7 - Determinação da Ati^idade ílemaglutinante

A atividade hemaglutinante foi determinada vib.ili-

zando-se o método descrito por MOREIRA & PERRONE (1977) mo~



30

»K $»a
;ss
ia

's difiçado para uso de hemãcias a 2 % em NaCl 0,15 M na pre-
sença de Ca+2 e Mn+2 5 mM usando-se tubos de ensaio.

As amostras a serem dosadas foram submetidas a di-

luições seriadas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.) em sali-

na 0,15 M contendo CaCl^ 5mM e MnCly 5mM. A 0,25 ml de cada
diluição foi adicionado igual volume de uma suspensão de lie-

macias de coelho ou de outros animais. Os tubos foram incu-

bados a 37°C por 30 minutos e deixados em repouso por mais
30 minutos a temperatura ambiente. A seguir, o material foi
centrifugado a 3.000 x g (centrífuga Olidef cz) por 30 se-
gundos e as leituras feitas a olho nu, sendo o título ex-

presso como unidade de hemaglutinação (UH) . l unidade de he-
maglutinaçao é definida como sendo o inverso da maior di~

iuição de uma dada solução que ainda ë capaz de aglutinar
uma suspensão de hemàcias a 2 %.

3.8 - Çromatografias

3.8.1 - Cromatografia de Afinidade em Sephadex G-50

-^

-t

Ensaios preliminares de inibição por açúcares sim-

pies indicaram que a glicose era capaz de inibir a agluti-
iiaçao de hemàcias de coelho por extrato total de senieiiles

de Dj^oç^ea guianensis. Desse modo, Sephadex G-50 foi usado
como 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 cin, preparada se-
qundo DETt;RMAN (1969). O gel foi entumescido com â.gua por
48 horas e a coluna montada deixando-se o gel sedimentar por
gravidade. A coluna foi, então, equilibrada com NaCl 0,15 M

contendo CaCly 5mM e MnCl., 5inM sendo a seguir aplicado o
Extrato Total. Inicialmente a eliiição foi feita com a iiiesma

solução de equilíbrio e, em seguida, com glicina-HCl 0,1 M

pH 2,6 contendo NaCl 0,15 M ou soliições de glicose 0,1 M em
'iaCl 0, 15 M de modo a eluir todo o material retido na col un;'. A

"luição í.oi feita a um fluxo constante de 22 ml/liora e as ft<içõt:s

de 0,3 ml tiveram suas absorbãncias determinadas a 280 iini em

um espectrofotômetro Varian 634. Os picos obtidos foram



31

^
"pn

usados para dosagem de proteína e atividade hemaglutinante,
dialisados, liofilizados e estocados para uso poster i (.ir .

3.8.2 - Cromatografia da Fração PIII em Coluna de DEAE-
Sepharose

•s

A fração retida na coluna de Sephadex G-50, deno-
minada PIII, foi submetida a cromatografia de troca iõnica

em uma coluna de DEAE-Sepharose preparada segundo PETERSON

& SOBER (1962). A resina foi previamente lavada com agua

seguida de NaOíI 0,1 M, agua, HCl 0,1 M e agua. O gel foi

usado para montagem de uma coluna medindo 26 x ly3 cm sendo,

a seguir, equilibrada com tampão tris-HCl 0,05 M pH 7,6

contendo CaCl., 5mM e MnCl,, 5mM. Ã coluna foram aplicados
15 mg do PIII dissolvidos em l ml do tampão de equilíbrio.
A eluição foi feita com o tampão de equilíbrio até a obten-
cão âe todo material não retido e, em seguida, com uni gra-
diente, linear de NaCl (O -^-1 M; 140 ml) preparado no tam-
pão inicial. Todo processo cromatogrâfico foi feito a um
fluxo constante de 34,8 ml/hora, sendo os efluentes da co-

luna recolhidos em frações de 2,4 ml/tubo. A absorbãncia a

230 nm e a atividade hemaglutinante foram determinada .c; coino
jã citado nos itens 3.6 e 3.7, respectivamente.

3.8.3 ~ Croroatografia da Fraçao PI.TI
Sepharose

em Coluna df CM-

Jt

As cromatografias de fcroca ionica em CM - Sepharose

foram feitas em uma coluna medindo 28 x 1,5 cm, preparada
segundo PETERSON & SOBER (1962). O adsorvente foi lavado

com água seguida de HC1 0,1 M, agua, NaOH 0,1 M e agua. Ã
coluna equilibrada com tampão tris-HCl 0,05 M, pH 7,6, fo-
ram aplicados 15 mg do PIII dissolvidos em l ml do tampão de
equilíbrio. A eluição foi feita com o tampão de equilíbrio
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seguido por um gradiente linear de NaCl (0->-1 M; 140 rnl). Fo-
ram coletadas frações de 2,9 ml/tubo mantendo-se um fluxo
de 34,8 nil/hora. A absorbãncia a 230 nm e a afcividade tioiiic^-
glutinante foram deteirminadas como jã citado nos itens 3.6
e 3.7, respectivamente.

3.8.4 - Filtração em Gel da Fração PIII 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 água por pe-
io menos 72 horas e a coluna preparada deixando~se o gel
seâimentar por graviâade sendo, a seguir, equilibraâa com
bampao fcris-HCl 0,05 M, pH 7,6 CQiiteiido NaCl 0,15 M, C..iCl
SiriM e MnCl^ 5niM.

A coluna foi previamente calibrada com "Blue dexfcran",
albumina ser iça bovina, ovalbumina, inibidor de L-ripsi ii;i de
soja e lectina de Dioclea grandiflora. Ã coluna padronizada
foi aplicada a f ração PIII obtida por cromatografia €->m
Sephaâex G-50. Todas as amostras encerravam 2,5 mg das di~
ferentes substâncias dissolvidas em 250 ul do tampão de
equilíbrio e foram eluídas com o mesmo tampão. O fluxo foi
mantido a 6 ml/hora sendo coletadas fraçôes âe 1,9 ml/tubo.
0 peso molecular foi determinado com relação as amostras de
peso molecular conhecido.

3.8.5 - Fraçao PIII C2m Coluna de Sephadex G-100

A fração PIII foi submetida a filtração em gel em
-•oluna de Sephadex G-100 (87 x 1,7 cm) equilibrada e
"iuída com tampão tris-HCl contendo glicose 0,3 M.

Amostras de "Blue dextran", albumina sérica bovi-
na, ovalbumiiia e inibidor de tripsina de soja, foram uti.li-
'."actas a fim de calibrar a coluna. Ã coluna padronizada foi
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aplicada uma alíquota do PIII. As amostras (2,5 mg/250 pi)
foram eluídas usando-se o mesmo tampc=ío de equilíbrio, n flu-
xo foi mantido a 28 ml/hora sendo os efluentes da coluna re~
colhidos em f rações de 2,4 ml/tubo.

3.8.6 - Filtração em Gel da Fração PIII em Coluna de

rose 6 HR 10/30 Acoplada em FPLC
Supe-

•^

^"-

Alíquotas de 100 pl da fração PIII foram anaiisa-
das num sistema âe FPLC (Pharmacia) equipado com uma coluna
de filtração em gel, Superose 6 HR 10/30, equilibrad.-i e
"'tiixd3 com fc;"tipao 11 i.K-IIC.I. 0,05 M, pll 7,5 e iiionitor^'l'i a
214 nm. A eluição foi feita a um fluxo de 0,1 a 0,5 nil/min
e as frações recolhidas em um coletor automãtico FRAC/100.
As frações coletadas foram submetidas ao ensaio âe ativida-
de hemaglutinante como jã descrito no item 3.7.

3.9 - Eletroforeses

3.9.1 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS

Presença e Ausência de Beta-mercaptoetanol
na

•*

As eletroforeses em gel de poliacrilamida coiit:ondo
SDS, na presença e ausência de beta-mercaptoetanol, [oraiu
feibas seguindo-se o método de LAEMMLI(1970), adapfcado pa-
ra o uso de placas medindo 17,5 x 16,5 cm. Para a itiont--agem
•-Ias placas foram usados um gel espaçador, encerrando 3,95 %
cle acrilamida Q 1 % de SDS em tampão tris-HCl l M, pll 6,8
e um gel de separação, contendo 17,6 % de acrilamida e l %
de SDS em tampão tris-HCl l M pH 8,8.

Farinha (60 mg/ml), amostras liofilizadas de ex-
hrato total (1-2 mg/ml), bem como lectinas (1-2 mg/ml) de
várias espécies de leguminosas foram dissolvidas em tampão

P.. )ta>all\§AO
Oig-VFRSïDfiDE FEBERfiL CO CEARA
Rr '"TFOA  . CtíPNCIAS F ïrCA!OL061^

UFC
Textbox
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fosfato de sódio 0,01 M, pH 7,0, contendo l % de SDS e,

quando requerido, l % 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 ãs'..amostras. a fim'âeï.aumentar a

densidade e permitir a visualização âa frente da corrida,

respectivamente. Alíquotas de 8 ul foram aplicadas aos po

cos existentes no gel espaçador.

Para desenvolvimento da elètrófüEêse^fói aplicada

lima corrente de 40 mA, durante 4 hora, utilizando-se uma

fonte regulável de corrente contínua Buchler. As proteínas

foram visualizadas por tratamento com solução de coomassie

brilliant blue R-250 0,005 % em metanol, acido acético e

água (4:0,7:5,3) por um período âe 16 horas. O descoramento

foi feito em uma solução de metanol, ácido acético e agua

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

3.9.2 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida para
nas Básicas.

Protei

^

•^

Amostras liofilizadas de PIII, obtidas por cromato

grafias de afinidade em Sephadex G-50 e das frações ativas

obtidas por cromatografias de troca iônica (DEAE- e CM-Se

pharose) foram estudadas por eletroforese em gel de polia-

crilamida segundo a técnica descrita por REISFELD (1962).

Tubos medijido 12,5 x 0,5 cm. foram montados usando-

se géis de concentrações de acrilamida diferentes: um gel

espaçador e um gel de corrida encerrando 2,5 e 7,5 % de

acrilamida, respectivamente.

As amostras foram dissolvidas em tampão tris-HCl

0,01 M pH 6,8 de modo que suas concentrações finais fossem

de 2 mg/ml. Alíquotas de 10 a 20 ul contendo fucsina a

0,5 % ( a fim de permitir a visualização da frente de cor-

rida) foram aplicadas aos tubos de gel e submetidas

a uma corrente de 6 mA/tubo durante 3 horas.
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A coloração para detecção de proteínas' foi feita
com coomassie brilliant blue R-250 0,005 % em metanol, acido
acético e agua (4:0,7:3,3) duranbc 16 horas. Para a tlc.sco--
loração foi utilizada uma solução de metanol, ácido n ("o t-iço
e água (3,5:1:8,0).

3.10 - Métodos Imunoquímicos

'-<(F

^

3.10.1 -- Preparação de IgG (Coelho) contra Proteínas de
Dioclea guianens-i s

Antissoros contra extrato total e fração PIII de
Dipclea guianensis foram obtidos em coelhos albinos adul-
tos. A sensibilização inicial foi feita por via intramuscu-
lar, na coxa, com uma emulsão contendo extrato total(I O mg)
ou PIII (2 mg) dissolvidos em 0,5 ml de NaCl 0,15 M e 0,5 ml
do adjuvante completo de Freund. Apôs 21 dias, foi adminis-
trado subcutaneamente, nas costas do animal, uma dose de
reforço encerrando a mesma quantidade de proteína dissülvi-
da em 1,0 ml de NaCl 0,15 M. Decorridos 15 dias do pri.fiieiro
reforço, foi feita a primeira sangria na orelha do aiiimal
e dado uma dose adicional igual a anterior. O sangue c-ole-
tado foi deixado em repouso por uma hora a 37°C e o soro
"bfcido centrifugado a 4.000 x g por 10 minutos. A [^iilj'
Ie enbao, foram feifca. s sangrias e adm.i.nisbT-adas doc;<"; .iil:i
•ifMini.s rio roff)rço;'; •i j.ntorvaloK ^'lc 7 d'i.i;; ^ilr' qiK' lir:;;i-

.ici.iiiiulada um<-i qu.an L'.idade de soro Sei Lisfafcõria. As .Liiiiiiii>^il.(i-
bulinas foram obtidas conforme FIGURA 01 segundo o método
de I-IARBOE & INGLID (1973).

Antes dos animais terem sido sensibilizados, seus
soros foram coletados e usados como controles nos experi-
mentos imunoquímicos.



.Ï.KÇ^Ï?;

36

•̂y

ANTISSORO

r

+ (NH^)^SO^na proporção
25 g/100 ml

+ repouso por 24 horas

+ centrifugação a 15.000 x
20 min, 4°C

de

g<

PRECIPITADO

r
SOBRENAD/YNÏE

(Desprezado)

SOBRENADANTE
(Desprezado)

+ 25 ml de (NH^Í^SO^ 1,75 M
+ centrifugação a 15.000 x g, 20 min, 4°C

--l
PRECIPITADO

+ 25 ml de água

+ diãlise com agua (2 x
24 horas)

+ diãlise com tampão ace-
tato 0,05 M pH 5,0 (l
x 24 horas)

+ diãlise com agua (2 x
12 horas)

+ diãlise com tampão ace-
tato 0,05 M pH 5,0 (l
x 24 horas)

+ d i alise com agua (2 x
.1.2 horas)

4- diálise com tampão ace-
bato 0,05 M pH 5,0 (l
x 24 horas)

r-— --—
';()BRENM~)ANTFJ

+ c e n L r i f L] q o ç ã o a
x g, 20 D! in 40C

PRECIPITADO
(Desprezado)

[•I. n o o

A.

Croniatografia em DEAE-Sephadex
I\.-50 em tampão acetato 0,05 M,
pH 5,0

riCO I (não retido)

+ diãlise com agua
+ liofilização

I g G + IgA

FIGURA 01 - Esquema geral para obtenção de IgG de coelho.
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3.10.2 - Imunoeletroforese

%.:
v

As experiências de imunoeletroforose usadns p;n:n
avaliar a purificação do PIII foram desenvolvidas segiiiidu o
método descrito por CLAUSEN (1969) .

Gel de agarose a l % em tampão ti-is-barbital pH
8,8, foi montado em placas de vidro medindo 19 x 6,5 cm. Após
a solidificação foram feitos orifícios ao lado de uma cana-
leta central cortada longitudinalmente, onde foram aplica-
das as amostras de extrato total de Dioclea guianensis e âa
fração PIII. A eletroforese foi desenvolvida a uma tensão
constante de 7 volts/cm durante 3 horas. Ao final da corri-
da eletroforètica, a IgG contra extraio total de Dioclea
guianensis foi aplicada na canaleta e deixada difundir por
48 horas, em câmara ümida, de modo a permitir a reaçao an-
t-ígeno e anticorpo. Em seguida, as placas foram imersas em
NaCl 0,15 M por 48 horas e lavadas com agua destilada por
24 horas. O gel foi então seco e corado com cooiiiassie
brilliant blue 0,005 % por 12 horas e descorado coni acido
acético a 7 %.

^'s,
3.10.3 - Imu.nodifusão

^

Os ensaios de imunodifusão foram efetuados sequin-
do-se a técnica de imunodifusão dupla de OuL-cherlony dfs-
crita por CLAUSEN (1969).

Gel de agarose a l % contendo 0,02 % de azida sõ~
dica foi preparado em tampão tris-barbital, pH 8,8, e mon-
fcado em placas de vidro medindo 10,5 x 8,0 cm. Apôs solidi-
ficação, foram feitos orifícios seguinâo-se um esquema que
permitia a comparação da lectina em estudo (PIII) com ou-
trás pertencentes ou não a tribo Diocleae. Nos orifícios, ra-
diais foram aplicadas as soluções de lecbinas (25 mg/inl) e
nos orifícios centrais as amostras de IgG anti PIII (50 mg/
ml). Antígenos e anticorpo foram deixados difundir por pelo
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menos 48 horas em câmara úmida e após a formação dos arcos
de precipitação, as placas foram imersas em solução de NaCl
0,9 % contendo azida sõdica 0,02 % durante 48 horas, com di-
versas trocas, a fim de retirar as proteínas que não reagi-
ram. 0 NaCl foi retirado das placas através de lavagens su-
cessivas com agua destilada por 24 horas. O gel foi posto
para secar numa estufa a 37°C e corado com solução de Ponceau
S (0,1 % em acido acético 2 %) seguido de Verde Brilhante
(0,1 % em acido acético 2 %). . A remoção do excesso de co-
rante foi feita com solução de ácido acético a 7 %.

•y

3.10.4 - "Western Blots"

•^

%

^

A técnica descrita por TOWBIN et, al., (1974) foi
usada nas experiências de'Western blots".

Amostras liofilizadas (l mg/ml) das lectinas de
Dijocl_ea ^uianensis, Dioclea grandi flora, 'Can.clXíLdLï^. Ílïií^A."
liensis e Canavalia ensiformis foram submetidas ã corrida
eletroforètica seguindo-se o mesmo procedimento citado no
item 3.9.1. Em seguida o gel de corrida foi colocado entre unia,
folha de papel de filtro e outra de nitrocelulose e o con-
junto encubado no tampão tris-glicina pH 8,3. Apôs 30 minu-
tos o conjunto foi montado na cuba de transferência como
iiiostra a FIGURA 02. A transferência para o filtro de ni t-ro-
celulose foi feita a 4°C com uma corrente de 6v/cm.h. Apôs
fcransferëncia, o filtro de nitrocelulose foi posto em con-
tato coin a IgG anti-PIII de Dioclea 3U^anens_i^3 por 2 liora.s
a 37°C e, em seguida, lavado pelo menos 5 vezes coin tüinpao
fcris-HCl pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M, BSA l % e Tv/een 20
0,05 % (tampão de lavagem). Posteriormente, o filtro de ni-
brocelulose foi colocado em contato com o anticorpo secun-
rlãrio marcado (Peroxidase-anti IgG de coelho) por l hor-.-i a
'.7°C e, a seguir, submetido ao messino processo âe l<",i<jein
ia citado. A revelação foi feita usando-se um<a soluça'-' de

'ris 2 M contendo diaminobenzendino (DAB) , H.,0,, 30 % c' .'igua
deionizada, sendo o excesso da solução de revelação
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FIGURA 02 - Esquema do modelo sanduíche usado nos experi-
mentos de "Western blots".
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retirado com agua deionizada.

'?. 1.1 - Elisa j o de .'-"Ibxçao da Al jiv idade ll<..'i"'i(jLl;Lt:.i."'.1"1" i."1'

Açucares
.^

^^
ir
í

Soluções l M (em NaCl 0,15 M) de vários carboi-

dratos foram utilizadas para determinação da especificida-

de da lectina por açúcares. A partir da solução inicial fo~

ram feitas diluições seriadas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,

etc.) com solução âe NaCl 0,15 M contendo CaCl^SmM e MnCl^
5mM. A 0,25 ml de cada diluição foram adicionadas alíquotas

de 0,25 ml de uma solução de PIII que apresentava uma ati-

vidaâe hemaglutinante de 2 üH/mL Os tubos foram, então,

incubados a 37°C por 30 minutos e depois deixados em repou-

so por mais 30 minutos a temperatura ambiente. Apôs esse

tempo, a 0,5 ml de cada diluição foi adicionado igual volu-

me de uma suspensão de hemãcias de coelho a 2 %. Os tubos

foram novamente incubados a 37°C por 30 min.utos, mantidos ^

temperatura ambiente por mais 30 minutos, e centrifugados a

3.000 x g (centrífuga Olidef cz) por 30 segundos. A especi-

ficidade da lectina foi determinada comparando-se as meno-

rés concentrações aos diferentes açúcares capazes de inibir

completamente a atividade hemaglutinante.

3.12 - Efeito do EDTA e dos Cations Ca+2e Mn'2sobre a Ati-

vidade Hemaglutinante

It

I
.í.
)

Para a determinação do efeito do EDTA na atividade

hemaglutinante foram preparadas soluções contendo 2 rng/rnl

da f ração PIII dissolvidas em NaCl 0,15 M e em soluções de

EDTA a 0,025 M; 0,05 M; 0,20 M e 0,25 M que foram, então,

deixadas em repouso durante 30 minutos. A seguir, foram re-

tiradas alíquotas das soluções para ensaio de ativiâade con-

forme descrito no item 3.7. A concentração de EDTA sá tis fa-
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tõria foi determinada com base no maior título de inibição
de aglutinação obtido pelas diferentes molaridades de EDTA.

Apôs a obtenção da concentração de EDTA mais efe-
tiva (0,20 M), a fração PIII foi desmetalizada de acordo
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 cleionizadri por
pelo menos A8 horas. Foram.realizadas, ainda, mais duas
diâlises sucessivas, utilizando-se ácido acético l M e água
deionizada por 48 e 50 horas,' respectivamente. A solução
dialJsada foi liofi.Iizada e subnictida a ensaio de hoiiiu9.lu-
tinação.

O efeito dos cations Ca+2 e Mn+ foi deterniinado
através da ativação da fração PIII que havici sido dcsineta-
lizada como descrito acima. Amostras contendo 2 mg/ml do ma-
terial liofilizado foram dissolvidas em NaCl 0,15 M confcen-
do Ca+2 e Mn+2 em concentrações variando de O a 10 inM-. Ã
partir de então, foram avaliadas as atividades hemagluti-
nantes para os diversos tratamentos.

3.13 - Determinação âe Açúcares
's •

t€
.s

O teor de açúcares foi determinado de acordo coin a
becnica descrita por UUBOIS et al., (1956). 7\ Alíquotn de
0,3 ml de uma solução contendo 0,3 mg da f ração PIII, que
havia sido previamente dialisada contra acido acético 1 M,
foranl adicionadas 0,7 ml de água, 1 ml de fenol 5 % e 5 ml
de ácido sulfürico concentrado. A mistura foi inicia Inient-e

agitada e, então, deixada em repouso por 15 minutos. A se-
guir, foram feitas leituras das absorbãncias a 490 nm. A
quantidade de açúcar foi determinada fazendo-se referências
a uma curva âe calibração previamente feita com glicose.
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3.14 - E s pe c-; f i c idade Sajng^uineja da Fr a cão PII_I
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Com a finali.aa.de de detectaT- o grau de especi f-i.ci-
dade sanguínea da fração PIII» foram feitos ensaios de afci-
vidade hemaglufcinante com suspensões de hemâcias (normais e.
(ripsinizadas) a 2 % como descrito no item 3.7. Para o en-
saio, fordm utilizadas amostras (2 mg/mi) do PIII dissolvi-
das em NaCl 0,15 M e hemãcias de coelho, boi, porco, ovelha
e canieiro. Os eritrõcitos tripsinizaâos foram obtidos se-
guindo-se a técnica usada por LIS & SHARON (1972). IniciaL~
mente, l ml de sangue foi lavado três vezes com NaCl 0,15 M
sendo, a seguir, adicionado tripsina na proporção de 0,2 mg
de enzimn por 10 ml de sangue. Esta suspensão, foi deixada
ep' repouso por l hora a temperatura ambiente com agitações
ocasionais e centrifugada a 3.000 x g por 5 minutos. O pre-
cipitado foi lavado por 6 vezes consecutivas com uma solu-
cão de NaCl 0,15 M. e o precipitado resultante da última la-
vagem suspenso em salina 0,15 M. Os títulos foram det-ermi-

nados observando-se a última diluição de PIII que ainda
apresentava aglutinação.

3.15 - Alguns Parâmetros Nutricionais

'I

A-

3.15.1 ~ Analise de Aminoâcidos

/

A determinação da composição de aminoâcidos foi
feita pelo método de MOORE et al. (1958). Cisteina e Metio-
nina foram determinadas pelo método de MOORE (1963).
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ss, 3.15.2 - Termoestabilidade

3.15.2.1 - Termoestabilidade da lectina nas sementes

A estabilidade térmica da atividade hemaglufcinantfí

presente em sementes quiescentes de Dioclea 5iy^i^anensis foi
determinada submetendo-as ao cozimento a aproximadameíite
100°C. As sementes foram retiradas a intervalos de 5, 10,
20, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos. Apôs secagem a 37°C em
estufa âe circulação forçada âe ar foram preparadas fari-
nhãs e então subinetidas ã exbração como descrito ein .3.5. Dos
exbratos totais obtidos foram retiradas aJ.íqLiohas [>nr,t dc-
terminação de proteína e ensaio de atividade hemaglul; inante
seguindo-se os métodos descritos anteriormente.

3.15.2.2 - Termoestabilidade âa fraçao PIII

-:%

Com a finalidade de avaliar a termoresistëncia da

lectina purificada, amostras da fração PIII (2 mg/ml) foram
dissolvidas em NaCl 0,15 M contendo CaCly 5niM e MnCL, SmM e
incubadas em banho-maria a 70, 80, 85, 90 e 100°C por pe-
ríodos de 5, 10, 20, 30, 60, 90 c 120 miiiul-os. As ;.iiiio:-;tr;is
aquecidas foram centrifugadas a 3.000 x g por 15 mitiutos e
alíquotas foram retiradas dos sobrenadantes para dosagem de
proteínas e. ensaio de ativiciade hoinaglut: .i nante como provin-
inen te descri Los.

x

3.16 - Bioensaio com Artemia Salina LEACH

No intuito de especular a toxicidade,da lecfcina de
Dioclea guianensiSr bioensaios uscindo-se Arfcemia sci.liiia fo-
ram feitos seguindo-se a metodologia desenvolvida por MEYE;R
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et al. (1982).

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

ra eclodirem em um aquário contendo 5 l de agua domar, sub-

metida previamente a um processo de filtração no LAE30MAR

(Laboratório de Ciência do Mar) da Universidade Federal do

Ceara. Apôs 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 água do mar. Em seguida, foram

adicionados a cada frasco amostras de PIII de modo a se ob-

ter concentrações finais de 10, 100, 1000 e 2000 y g/ml ou de

caseina nas mesmas concentrações (controle) . Paralelamente

foram feitas experiências usando-se amostras de concanava-

lina A (1000 pg/ml) e da lectina de Dioclea ^uianensis
(2000 pg/ml) com glicose 0,1 M. Foram usados glicose 0,1 M.

e caseína como controle. A cada frasco, uma gota de uma sus-

pensão 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.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Caracterização da Sementes de Dioclea guianensis Duke

A semente de Dioclea guianensis Duke, variedade la-
siophylla (FIGURA 03), presente normalmente em número de 7
em vagens medindo aproximadamente 75 x 1,5 cm, é caracteri-
zada por apresentar um tegiunento castanho colado a amêndoa,
forma elíptica e peso médio de 0,10 g, sendo cerca de 90 %
ao peso constituído pela amêndoa.

4.2 - Efeito da Concentração de NaCl na Extração de Proteí-
na e da Atividade Hemaglutinante de Dioclea guianensis

^̂
r

Os resultados obtidos quando a farinha de Dioclea
guianensis foi submetida a extração a diferentes concentra-
coes de NaCl estão apresentados na TABELA 01, onde se pode ob-
servar a inexistência de diferenças significativas no que
diz respeito ao teor proteico e a atividade hemaglutinante.

Tendo em vista este fato, optou-se pela concen-
tração de NaCl 0,15^M para extraçao da proteína por ter uma
tonicidade próxima àquela do sangue.

.̂-^.

4.3 - Efeito ao pH na Extraçao de Proteína e da atividade
Hemaglutinante de Digclea guianensis

A TABELA 02 mostra os resultados da influência do

pH na extraçao de proteínas e da atividade hemaglutinante.
Pode-se observar uma solubilidade crescente das proteínas a

45
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TABELA 01 - Extraçao das proteínas e da a! i.viâade honiaçjlu-

tinante de sementes de D.iode a 9.ui_a-nejnsi s a d i -
ferent.es conceintrações de NaCl.

"^'.\

•il<?1
ff-*!'-

NaCl
(M)

Água

0,1

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0:

Proteína extraída Atividade .Hemaqlut.iuan t"

mg/g de farinha UH/g farinha UH/mg proteína
(x IO3)

38,25

38,55

41,25

39,90

40,80

43,80

43,05

11,52

15,36

15,36

15,36

15,36

15,36

15,36

301,18

398,44

372,36

384,96

376,47

350,68

356,79

A

ï<
•!

.!;
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TABELA 02 - Extração das proteínas e da ativiâade hemagluti-
nante de sementes de Dioclea guianensis a dife-
rentes valores de pH.

pHa

Proteína extraída

mg/g de farinha

(x ±«T)

Atividade Hemaglutinanteb
UH/g farinha UH/mg proteína

(x 10-3)
(x ± r ) (x ± r)

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

55,9 ± 4,6

29,2 Í 1,2

52,4 Í 2,4

72,4 Í 0,9

88,4 ± 4,2

19,5 ± 2,6 349,5 ± 81,9

+

21,1 ± 2,4

63,7 ± O

+

+19,5 Ï 2,8 677,4 1 104,8

446,7 ± 23,6

766,0 ± 120,2

+23,4 I 4,7 201,5 3 114,8

a - Meio de extração: NaCl 0,15 M com pH ajustado com
ou NaOH l N.

b- n = 3.

HC1

>^
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partir do pH 4,0, enquanto que uma melhor purificação foi
obtida nos valores de pH 4,0 e 8,0. A atividade total ex-
traída foi cerca de 4 vezes maior em pH 8,0 do que àquela
extraída a pH 4,0.

4.4 - Purificação âa Lectina de Sementes de Dioclea guianensis

3

K.:

•s.

De posse dos resultados obtidos, foi usado NaCl
0,15 M pH 8,0 como solução extratora das proteínas e âa ati-
vidaâe hemaglutinante.

Ensaios preliminares de inibição mostraram que a
atividade hemaglutinante ao extrato total de Dioclea
guianensis era inibida por açúcares simples, tais como gli-
cose e manose. Assim sendo, o extrato total foi submetido a

fracionamento em coluna âe Sephadex G-50, previamente equi-

librada com NaCl 0,15 M contendo C-aCl^ 5inM e MnCl^ 5mM.
O perfil cromatogrâfico (FIGURA 04) obtido mostra

a existência de três picos: dois (PI e PII) não ficaram re-
tidos na coluna sendo eluídos com a própria solução de equi-
líbrio. Um terceiro pico (PIII) , que contém toda a ativida-
de hemaglutinante, so foi eluído com solução tampão glici-
na-HCl 0,1 M, pH 2,6, contendo NaCl 0,15 M ou com uma solu-
cão de g-licose 0,1 M preparada em NaCl 0,15 M.

A TABELA 03 mostra os dados referentes ã recupera-
cão total da proteína e atividade hemaglutinante durante a
purificação. De acordo com os resultados obtidos verificou-
se que a cromatografia em coluna de Sephadex G-50 se mostra
eficaz para fracionar as proteínas e separar a lectina de
Dioclea guianensis, resultando numa purificação de cerca de
62 vezes e um rendimento em torno de 182 % em relação ao ex-

trato total. Isto se deve provavelmente a eliminação de ánl.
bidores presentes nas sementes.
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4.5 - Critérios de Avaliação do Grau de Purificação da Lec-

tina de Dioclea guianensis

-^

•'"a.

w.
«.-

Com a finalidade de avaliar o grau de pureza da
lectina de Dioclea guianensis obtida por cromatografia de
afinidade em Sephadex G-50, a fração PIII foi submetida a
cromatografia de troca iõnica em coluna de DEAE-Sepharose
previamente equilibrada com tampão tris-HCl 0,05 M, pH 7,6.
O padrão cromatogrãfico (FIGURA 05) obtido mostra que toda
a fração PIII foi eluída em um único pico não retido, o qual
concentra toda atividade hemaglutinante.

A fração PIII foi também submetida a cromatografia

de troca iõnica em coluna de CM-Sepharose previamente equi-
librada com tampão tris-HCl 0,05 M pH 7,6. A FIGURA 06 mos-
tra que a f ração PI 11 foi retida sendo eluída como um único
pico a uma concentração de NaCl 0,2 M. Esses resultados su-

gerem um elevado grau de hemogeneidade âa fração PIII.
Quando as frações ativas, obtidas por cromatogra-

fia de afinidade em coluna de Sephadex G-50(Plll)e por tro-
ca iõnica em coluna de DEAE- e CM-Sepharose, foram subineti-
das a eletroforese em gel de poliacrilamida para proteínas
básicas sob condições não desnaturantes (FIGURA 07) foram

encontrados padrões essencialmente iguais para as três fra-
coes, apresentando-se como uma única banda com migrações
eletroforèticas semelhantes e comparáveis a fraçao PIII de
Dioclea grandiflora.

Por imunoeletroforese em gel de agarose contra IgG
anti-extrato total, de D_ij3ç^ea 3U_i:a-ne.rí^J-^. (FIGURA 08), foi
observado que enquanto o extrato total apresenta pelo menos
cinco arcos de precipitação reconhecidos pela IgG, a f ração
PIII apresenta um único arco de precipitação.

Por imunodifusão dupla de Outcherlony em gel de
agarose contendo IgG contra PIII, observou-se que a IgG re-
conhece apenas uma fração tanto no extrato total como no
PIII . Por sua vez , quando a mesma experiência foi feita usan-
do-se IgG contra extrato total, detectou-se no extraio t;o-
tal a formação de pelo menos 3 arcos de precipitação, en-
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se(c) e DEAE- Sepharose(d).

(a) ^Loclea grandiflora.
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quaiito que a f ração PIII apresentou um único arco ([•'IGÜRA

09) .

4.6 - P ^og.r^re dadoes da L'e<;tí_na de I^íolcle_a ^yi.anens

^

^

Farinha, extrato total, PI e PII e frciçn';'> at iv,i

(PIII) quando submetidas a eletroforese em gel de poiiacri-

lamida com SDS, foram detectadas bandas cujos pesos molecu-

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

daltoiis foram características da fração PIII. O tratamento

da farinha ao PI e PII com beta-inercaptoetanol deu ori~

gem a bandas adicionais além das observadas pelo tratamento

com apenas SDS, principalmente na região de pe"o molecular

acima de 30.000. Já o PIII mostrou-se insensível ao trata-

mento com este agente redutor (FIGURA 10).

A lectina de I^ioclea gyianensis nSo apresentou car-

boidrato quando submetida ao método de DUBOIS (1956).

Ensaios de hemaglutinação usando-se eritrõcifcos de

vários animais, mostraram que a lectina de Dioclea

3.yla.ne-n_sl_s e ativd para eritrõcitos de coelho (l 796,5 U1I/

mgP) e de galinha (56,1 UH/mgP). Quando as hemãcias foram

tripsinizadas, observou-se um aumento de aproximadamente 8

vezes tanto para os eritrõcitos de coelho (14 l24inl) como de

galinha (449,1). A lectina não foi capaz de aglutinar eri-

troei tos de porco, boi, ovelha, ca.i.-neiro e humanos (A^, , A^,
B e O), mesmo quando tripsinizados„

A lectina (PIII} mostrou uma maior especificidade

por manose, frutose e glicose e seus derivados, preferenci-

a.1mente por a-metilmanosfí e a-metilglicose (TABELA 04).

Quando a fração PIII foi desmetalizada por EDTA,

verificou-se que uma concentração de 0,20 M deste agente

quelante foi suficiente para reduzir em aproxiinndamenbe

92,5 % a atividade hemaglutinante da lectina nativa (TABE-

LA 05). Quando o EDTA foi removido por diálise e alíquotas
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TABE1.Ã 04 - Especificidade da lecbina de Oioc^^ea ^uiianensis,

por açucares simples.

Açúcar
b

Cc'ncentracao minima (mM) requerida pa-

ra inibição de uma unidade de hemag.lu-

tinação

a - metil-manose

a - metil-glucose

Ma no s e

Glucosamina

Manosamina

Fratose

Glucose

Lactose

Sacarose

Rafinose

Arabinose

Galactose

Fucose

Ra.mnose

*

15,62

31,25

62,50

62,50

87,72

125,00

250,00

N.Ia

N.I

N.I

N.I

N.I •

N.I

N.I

.a
N.I : não inibiu a uma concentração de l M.

b: Todos os açúcares possuem configuração D.
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TABELA 05 - Inativação da lectina de Dioc^lea gyianensis por

adição de EDTA.

Concentração final

de EDTA (M)

Atividade de

(%)

Sem EDTA (NaCl 0,15 M)

0,025

0,05

0,10

0,20

100,0*

19,6

12,5

8,2

7,5

* - A atividade hemaglutinante de uma solução de PIII a

2 mg/ml foi considerada 100 %.

^.
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de CaCl.) e MnCl., de concentrações crescentes foram adiei->-
nadas, a atividade da lectina f o J restabelecida. E;ste au-

mento foi de cerca de 26,6 vezes na concentraçáo de 5 )nM

de ambos os cations divalentes (TABELA 06).

4.7 - Determinação do Peso Molecular da Lectina de Dioclea

guianensis

fe,

Quando a fração PIII, dissolvida em tainpão trip-

HC1 0,05 M pH 7,6 contendo NaCl 0,15 M, CaCly 5mM e MnCl^
5iTtM, foi submetida a filtração em gel em colum de Bio Gel

P-100 equilibrada com o mesmo tampão, tendo sido previamen-

te calibrada com a lecfcina de Dioclea g^randif^lora e proteí—

nas de pesos moleculares conhecidos, tais como Albumina sé-

rica bovina (67.000), ovalbumina (43.500), inibidor de trip-

sina de soja (21.500), ribonuclease (13.700), foi obtido um

único pico com peso molecular da ordem de 49.000 dalfcons

(FIGURA 11).

A fração PIII foi também submetida a filtraçãn em

gel em colun" de Sephadex G-100 equilibradci coin tanipão tris-

HC1 0,05 M pH 7,6, contendo NaCl 0,15 M, Ca.Cl 5niM, MnCl
SiTiM e glicose 0,3 M. A coluna foi previamente calibrada com

albumina sërica bovina, ovalbumina e inibidor de tripsina

de soja. A fração PIII quando eluída apresentou apenas i.nii

pico bem definido com peso molecular em torno de 50.0u0

daltons (FIGURA 12).

Quando foram comparados os perfis croin<il<)()iufico;;

obtidos através da coluna de Bio Gel P-100 e da Sephadex

G-100, observou-se que a fração PIII apresentou o mesmo pe-

so molecular confirmando a predominância do ü.ímero a ptl 7,6.

Esta predominância foi independente da presença de glicose

sugerindo que a ocupação dos sítios de açúcar pela glicose apa-

rentemente n^o afeta a estrutura quaternária desta lectina.

Quando a f ração PI 11 foi submetida a um sistema de

FPIiC equipado com uma coluna de Superose 6 HR 10/30 equili-

brada com tampão tris-HCl 0,05 M pH 7,5 contendo NaCl 0,1 M
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TABELA 06 - Ativação da lectina desmetalizada de

guianensis por adição de Ca+ e Mn+ .
Dioclea

fc;

Concentração final

de Ca+2 e Mn+2 (mM)

o

l

3

5

7

10

Atividade

(%)

*

3,8

ï ü, '^

24,8

100, O

100,0

100,0

* - A atividade hemaglutinante maxima obtida pela adição de

metal foi considerada 100 %.
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foram obtidos dois picos bem distintos (FIGURA 13), indi-

cando a existência de pelo menos duas foï-mas da lecfcina: uma

tetramérica, com peso molecular da ordem de 100.000 dalfcoiis

e outra dimérica, com peso molecular em torno de 47 . OüO úi\V~

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

4.8 ~ Comparação da Lectina de Dioclea guianensis com 0_at^_i: a_s
Lectinas • • A

».

fe

Quando a lectina de Dioclea guianensis e lectin.as

de outras leguminosas, previamente tratadas com g-mercapto-

etanol foram submetidas a eletroforese em gel de poliacri-

lamida com SDS, observou-se padrões eletroforëticos essen-

cialmente semelhantes para aquelas pertencentes ã tribo

Diocleae,(D^ocle?» guianensis, Dioclea grandiflqra, CratYlia

floribunda, Cariavalia brasiliensis e Canavalia ensiformis)

com três bandas de pesos moleculares aparentes em torno de

30.000, 18.000 e 12.000 daltons. Quando comparação seine-

Ihante foi feita entre a lectina de Dioclea guianensi.s e

lecfcinas de sementes pertencentes a outras tribos {Phaseoius

vulgaris, Gl_y;cine max e Yatai_r^a macrocarpa) verificou-se

que a lectina de Vaj^ire^ macr^carpa apresenbava as nu'*S!iiiis três
bandas encontradas nas da tribo Diocleae, enquanto as de

Phaseolys vulc[arj-s G Glyc^iiie max 0. pena s a banát) d'' n,-i i p n l -

to peso molecular (FIGURA 14).

Quando lectinas de plantas perteïncentes a tribo

nioclpcie e as outras tribos foram submetidas a •i.miiiKicli fi);-;.io

dupla eiii gol de cigarose utilizandu-se lyG cotiLra I'll.!.. <lo

PA.9£-í-e.a guianensis, foram observados os resultados mostra-

dos na FIGURA 15. Apenas as lectinas da tribo IJiocleae

(!:)l-°£.l-ea 3-ul^J[l^?l^_ï_^.' nÂ^2í^a. pciraguariensis, Cana^valia br^i-

siliensis e Canavalia ensiformis) apresentaram reaçóes cru"

zadas, indicando a existência de determinantes antigënicos

idênticos ou similares aqueles da fração PIII âe Dioclea

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

diferentes não exibiram reações cruzadas.
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(l) - marcadores.
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com antissoro preparado contra a lectiiia c'e

ÍÏÍJ^AÊÈ guianensis.
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Resultados semelhantes foram encontrados quando

lectinas de plantas da tribo Diocleae foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida e transferidas para a
nitrocelulose por ;"ïïe:stfêrn72;blots"?-FIGURA 16) .

4.9 - Parâmetros Nutricionais

s

'*

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 proteína (cerca de 30,10 %).

4.9.2 - Composição de Aminoáciâos

A TABELA 08 mostra a composição de aminoãcidos da
lectina de Dioclea. gyianensis comparada com aquela da FAO.
Verificou-se um alto teor de acido aspârtico, serina e treo-
nina, ausência total de cisteína e uma baixa concentração

de metionina.

4.9.3 - Termoestabilidade

I

'

^.-

A atividade hemaglutinante presente em sementes ín-
tegras de Dioclea guianensis apresentou certa resistência a

desnaturação, uma vez que a atividade original somente foi

abolida quando as sementes foram submetidas ã fervura(apro-

ximadamente 100°C) durante 20 minutos (FIGURA 17).

Em relação a f ração PIII, esta se comportou dife-

rentemente quando submetida a aquecimento a varias tempera-
turas por diferentes intervalos de tempo (FIGURA. 18). Afra-

cão PIII quando incubada a 70°C apresentou uma redução de

50 % de sua atividade hemaglutinante original com apenas

10 minutos de aquecimento, mantendo-se constante até 90 mi-
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e de outras lectinas pertencentes a tribo
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(3) - Canavalia brasiliensis e (4) Canavalia

ensiformis.
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TABE'LA 07 - Coniposiçao mínima de semeiihes 'l. ni.'

.9JíÃanei.!.ls3is- com base no peso seco e <:;: i'• •':;;•;'

percentagem.

f

•I'!

Constituintes

Umidade

Proteína bruta *

Lipídios

Glicídios **

Cinzas

Teor da Aniostra (%)

11,75

30,10

3,10

65,41

1,39

* == Nitrogénio total x 6,25

** = Obtido por diferença

»-,

^-

!
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TABELA 08 - Composição de aminoãcido âa lectina de Dioclea

guianensis. Os valores são dados em g de amino-

ácido anidro por 100 g de proteína.

Aminoãcido FAO g/100 g âe proteína

s»'-

Acido aspârtico

Treonina

Serina

Ácido glutamico

Prolina

Glicina

Alanina

Cisteína

Valina

Metionina

Isoleucina

Leucina

Tirosina

Fenilalanina

Lisina

Histidina

Arginina

Triptofano

4,0

5,0

3,5 *

4,0

7/0

6,0 **

5,5

1,0

16,63

9,60

13,83

5,47

4,80

5,01

6,14

0,15

3,17

0,15

3,53

7,32

4,74

6,40

4,07

1,45

4,83

N.D.

*

* = Soma dos valores para metionina e cisteína

** = Soma dos valores para fenilalanina e tirosina
N. D'. = Não determinado
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nutos de tratamento. A 80°C, a f ração PIII se tornou mais

suscetível ao tratamento e com 90 minutos de aqueciniento to-

da atividade foi perdida . Quando a temperatura foi elevada

para 85°C, a inativação da lectina ocorreu de uma inaneira

mais acentuada de modo que apenas 5 minutos foram suficien-;

tes para que 100 % da atividade fosse completainenho perdi-

da.

4.9.4 - Bioensaio com Artemia salina LEACH

As taxas de mortalidade obtidas pela utilização da

lectina de Dioclea guianensis no bioensaio fei-'-'o com Art^emi_a

salina são bastante expressivas quando comparadas coiu u.s da

caseína que foi usada como controle (FIGURA 19). Este efei-

to causado pela lectina é dose-dependente aumenta.ndo signi-

ficativamente quando concentrações crescentes da fração PI TI

foram usadas. Um índice de mortalidade de 100 % foi verifi-

cado quando 2000 pg da lectina foram usadas. Este efeito pa-

rece ser devido a uma interação lecL.ina-carboidrato, unia vez

que è revertido em presença de glicose 0,]. M.

^

^
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5 - DISCUSSÃO

»;

As sementes de Dioclea guianensis Duke., <~ï exeui-

pio de vários outros representantes da tribo Diocleae tais

como Canavalia ensifqrmis, Canavalia gladiata, Ca.navalia

marítima (HAGUE, 1975), Dioclea grandiflora (MOREIRA et al.,
1983) Canavalia brasiliensis (MOREIRA & CAVADA, 1984) e

CratYlia floribunâa (de OLIVEIRA, 1980) , apresentam ativi-

âaâe hemaglutinante. O teor de lectina da semente ein estudo

ë de cerca de 1,4 % do seu peso seco (TAi3Er;LA 09), Este va-

lor esta próximo daqueles obtidos para outras sementos.

A lectina de Dioclea ^uianensis mostrou especifi-
cidade por resíduos de manose, frutose e glicose e seus de-

rivados, preferencialmente por u-metilmanose. Toclii'': osscs

açúcares Leni em conium grupos hidroxílicos equcifcorLii;; IK.'S

carbonos 3 e 4. Em adição, foi verificado que os sacarídios

a-metilmanose e a-metilglicose são inibiclores mais potenl-es

do que a rnanoso e glicose, respectivamente. As baixas capa-

cidades inibitórias destes em relação aos seus der.i vados cn~

gere a importância do carbono l na interação ao açúcar com

a lectina desde que a única diferença entre esses açucares

se encontra neste carbono. Isto sugere que a este. nível a

contribuição da interação hidrofõbica do grupo metil subs-

tituído com o sítio da ligação a açúcares da lectina, é maior

do que a interação iõnica. Este fato é, ainda, mais ressal-

t a d o quando se verifica a capacidade não iiiibitôriti da s,.)-

carose, dissacarídio contendo uma ligação glicosldica

a(l —>• 2), uma vez que ela é constituída por glicose e fru~

tose.

Tendo em vista a especificidade da lecfcina de

Dioclea guia.nensis por glicose, esta pode ser obfcida por

croniatografia de afinidade em Sephadex G-50. A lectina pode

ser eluída tanto com tampão glicina-HCl pll 2,6 coinc'-•om cfli -

cose 0,1 M. Neste último caso se faz necessário unia diãlisR

78
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TABELA 09 - Comparação do teor de lectinas present-.e em ;ie-

mentes maduras de vários representantes da tri-

bo Diocleae.

Espécie

Canavalia gladiata

Canavalia marítima

Canavalia ensiformis

Canavalia brasiliensis

Dioclea grandiflora

Dioclê a guianensis

% do peso seco

3,9 (HAGUE, 1975)

5,5 (4,5-6,3)(HAGUE, 1975)

3,5 (2,0-3,5)(HAGUE, 1975)

2,2

1,4

1,4

(MORE I R7\ &
CAVADA, 1984)

(MOREIRA et
al-, 19 S3)

ti"'
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previa contra acido acético de modo a elinü.nar i".:n •"• '
vestígios de glicose, uma vez que este açúcar pode interfe-|
rir no ensaio de atividade hemaglutinante j ã que se trata de

uni pobente inibidor da lectina.

Quando a fração PIII foi submetida a croinafcografia

de troca iônica em pH 7,6, ela foi eluída em um único pico
não retido em DEAE-Sepharose e retido em coluna de CM-Se-

pharose, sugerindo que a f ração PIII alem de se encontrar

numa forma altamente purificada possui ponto isoelétrico bã-

sico. Estes resultados concordam com aqueles obtidos para a

lectina de Dipc^l^a grandi^flora (MOREIRA et al., 1983).
Por eletroforese em gel de poliacrilamida pzira pro-

teínas básicas sob condições não desnaturantes foi observa-

do que a f ração PIII obtida por colunas de Sephadex G-50, de
DEAE- e de CM-Sepharose mostram padrões eletroforèticos es-

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

ensiformis e Canavalia gladiata (HAGUE, 1975), estes resul-
fados vêm ressaltar que a cromatografia em Sephadex G~50

se mostrou eficaz para o isolamento e purificação da lecti-

na Dioclea ^uianens^s.
Por imunoeletroforese em gel de agarose contra IgG

anti-extrato total de Dioclea 3U_ia_ïlêíl?_ï^. (FIGURA 08) veri-

ficou-se que a fração PIII apresentou apenas um arco de pre-

cipitação, concordando com os demais resultados obtidos por

cromatografia de troca iõnica em coluna de DEAE- e de CM-

Sepliarose assim como por eletroforese em gel de poliacri-

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

contra homogénea. Esta homogeneidade também foi comprovada

por imunodifusão dupla de Outcherlony.
A valores de pH em torno de 7,6 foi verificado por

cromatografia em coluna de Bio Gel e em Sephadex G-10 O que
a lectina apresenta pesos moleculares da ordem de 49.000

e 50.000 daltonSf respectivamente. Tendo em vista que as
lectinas pertencentes a tribo Diocleae geralmaiite são pro-
teínas tetraméricas com pesos moleculares em torno de 100.000
a 120.000 daltons, os valores obtidos nestes eypr\rii(iei)t-os

sugerem que a pH 7,6 a lectina de D .j. ode a S^-ã.n^^1^ SG en-
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contra predominantemente na sua forma dimérica.

Quando a fração PIII foi submetida a um sistema de

FPLC equipado com uma coluna de Superose 6 HR 10/30 foram

obtidos dois picos com pesos moleculares da ordem dei 00.000

e 47.000 daltons que correspondem as formas tetrainèrica e

diinèrica da lectina, respectivamente.

Entretanto, é valido ressaltar que apesar das di-

vergëncias entre os padrões cromatogrãficos resultantes des-

te experimento com os obtidos anteriormente, verificou-se a

predominância do pico com inenor peso molecular, tornando-se

mais um indicativo a reforçar que na faixa de pH 7,5-7,6 a

lectina de Dioclea guianensis se apresenta principalmente

como um dímero.

Nos experimentos de eletroforese em gel de polia-

crilarnida contendo SDS foi observado que a lectina de Dioclea

^uiane_nsis apresenta padrões eletroforëticos si.mi.lares aos

da conconavalii-ia A, diferindo das lectinas da tribo Viciae.

A lectina de Dipclea 3Uianens^is contém 3 bandas, <i, i;, Y » ^e
pesos molecu-Iares aparentes em torno de 30, 18 e 1.2 KI'a.

Por comparação com a concanavalina A e a lectina de Dioclea

grandif loira a banda de peso molecular de 30 Kiïa correspon-

de a subunidade básica enquanto a.s duas bandcis meiioLos se-

riam fragmentos resultantes da subunida.de básica. A preseti-

ca desses fragmentos parece, ser característica das loctinas

da tribo Diocleae desde que o principal ponto de clivagem

tanto para a lectina de Canavalia ensiformis (WANG et al.,

1971) coino para Dioclea grandiflora (RICHARDSON, 1984;

AINOUZ, 1987) è entre os aminoãcidos Asn^g e Ser-i^q? dando
duas subunidades praticamente simétricas a partir dd cadeia

básica de 237 aminoãcidos. Estes fragmentos permanecem for-

temente associados fazendo parte da estrutura final da pro-

teína como se fosse uma única subunidade. A hipótese de que

estes fragmentos seriam artefatos devidos ao processo do

isolamento foi descartada por MOREIRA. et al. (1983) e de

OLIVP^IRA et al. (1990) que demonstraram por eletroforese em

gel de poliacrilamida em presença de SDS e R- mercapfcoetatir'i

que as farinhas de Dioclea. grandiflora e Cr^atyli^a ílrlr.L':)u.lK''n
jã apresentam estes fragmentos. Os mesmos resultado.'"; foi:;'iin
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obtidos para farinha de D iode a guianensis.

A lee t in a de Diocleci g.uiârí.eB.s.ls nao contem carboi-

dratos na sua estrutura não sendo, portanto, glicoprote.í.na.

];;n!-o i-osii't (.ido (•;;(n dc acordo "nn os obtidos n'ni "' 1.1:; l •

tiriüs da hribo Diocleae, lciis como a concii! M .'1 ir ' ,'\

(GOLDSTEIN & POREÏZ, 1986), Canavalia brasiliensis (MORE;!!L'\

& CAVADA; 1984), Dioclea grandiflora (MORE I RA et al., 1983)

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

O tratamento da lectina de Dioclea guiatioris i.s c'-)!n

EDÏA leva a inibição da aglutinação de eritrõcitos, possi-

velmente por uma mudança conformacional da proteína. Em con-

traposição quando os íons Ca42 e Mn+ são adicionados a ati-

vidade hemaglutinante è restabelecida. Isto demonstra que

a lectina é uma metaloproteína que requer íons metálicos di-

valentes para sua atividade. A dependência desta lectina por

Ca+2 e Mn+2 é semelhante àquela das lectinas de Canavalia
ensiformis (EDELMAN et al., 1972), Lens esculenta (PAÜLOVÃ

et al., 1971), Canavalia brasiliensis (MOREIRA & CAVADA,

1971) e varias outras.

A detecção de arcos de precipitação com idei-itidade

total por imuiiodifusão dupla radial de Ouchterlony demois-

trou que as lectinas (antígenos) apresentam os mesmos c1e-

terminantes antigênicos que reagem com o anticorpo espc'-i-

fico para a Dioçlea guianensis. Resultados semelhantes fo-

ram encontrados por "Western blots". A existëncizi de deter-

minairfces antigënicos comuns nas varias lectinas suyereiii. qi.io

muitas de suas propriedades físico-químicas e imuiiologicas

foram coiiservadas durante a evolução, sendo estas provavl."

mente descendentes de um ancestral comum da mesma forma co~

mo foi sugerido para três espécies do género Canavalia:

^lan.av_CLLla: en-SÃ;Êorrn.;LS.' C^anavalia gladiata, C_ana_Y_aJ_i_a. ntâ_rifci.ina

(HAGUE, 1975) e para três representantes do género 7\r tocarpus

(de OLIVEIRA, 1980).

A analise de aminoãcidos da lectina de Dioclea

guianensis revelou que esta é relativamente rica em acido

aspãrtico, serina e treonina e caracterizada por ausënci.a

quase total de cisteínd e metionina. Isto é caract-erístico

de proteínas de plantas e está de acordo com a cuiiiposiçSo
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de aminoãcidos da maioria das lectinas vegetais (LIS & SHAROl^
1981), como é o caso das lectinas âe Vicia faba (ALLEN &
JONHSON, 1976), Phaseolus vulgaris (PUSZTAI & STEWART, )
e Dioclea grandiflora (MOREIRA et ai., 1983).

As sementes de Dioclea guianensis contém iim alto

teor de proteínas. Este parâmetro credencia-as como uma
fonte alternativa de alimento. Entretanto, a presença de
lectinas nestas sementes pode se constituir num fator des-
favorável para seu uso na alimentação. Sabe-se que ha lec-
tinas que são comprovadamente causadoras de distúrbios 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 ë de importância estudos que definam
claramente se esta lectina é tóxica e, ainda mais, os meios
práticos de eliminar seus efeitos adversos.

Os ensaios biológicos usanâo-se Artemxa sali.na man-
tidas na presença de concentrações variáveis de lectina de
Dioclea guianensis claramente demonstraram a toxicidade des-
tas proteínas para estes animais. O grau dessa toxidade
mostrou-se dose dependente e ficou claro que o sítio de li-
gação a açúcares esta diretamente envolvido, desde que a
adição de glicose ã solução de lectina evitou os efeitos
deletérios antes observados. Embora não se possa generali-
zar tais observações dos efeitos tóxicos onde a Artemia
salina foi usada como um modelo experimental (na tentativa
âe se utilizar um ensaio rápido e menos dispendioso para se
testar a toxicidade de proteínas) é possível que também ou-
tros animais sejam pegativamente afetados quando ingerirem
dietas contendo lectina de Dioclea guianensis, a exemplo
do que ocorre com ratos alimentados com concanavalina A
(JAYNE-WILLIAMS, 1976) ou com dietas contendo lectina de
Canavalia brasiliensis (VASCONCELOS et al., 1989). Salien-
ta-se aqui que parte da lectina de CanavaUa brasiliensis
foi recuperada nas fezes desses animais. Esta resistência ã
digestão "in vivo" pode ter serias implicações nutricionais.

As observações acima sugerem que as sementes de
Dioclea giuianensis se usadas para alimentação devem ter
sua lectina inativada.

••.^' 'SSïíi
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A eficiência do tratamento térmico na destruição

da atividade hemaglutinante da lectina purificada (PIII) foi

maior do que quando este tratamento foi utilizado para as

sementes íntegras, isto é, enquanto foi necessário um co-zi.-

mento das sementes a 100°C por 20 minutos, a lectina puri-

ficada requereu apenas 5 minutos a 85°C. Resultados simila-

rés foram obtidos com a lectina de Canavalia brasiliensis

(VASCONCELOS et al., 1989), exceto o tempo requisitado para

a completa destruição de sua lectina quer quando preseiibe

em sementes (2 horas e 30 minutos a 100°C) quer quando puri-

ficada (20 minutos a 100°C). Estes resultados sugerem que a

lectina quando presente juntamente com outros constituinfces

na semente ë de alguma maneira protegida contra, a rápida

desnafc.uração térmica. Este fato tem importância econõii.n.cíi

desde que leva a um maior gasto energético para gerar o ca-

lor necessário para a completa eficiência do processo de

destoxificação da semente.

<

w<



6 - CONCLUSÕES
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l - A lectina de D^_o^]_ea^ guianensis foi melhor extraida corn
NaCl 0,15 M ajustada a pH 8,0.

2 - A lectina de Dioclea guianensis é inibida por resíduos

de glicose, frutose, manose e seus derivados.

3 -A cromatografia de afinidade em Sephadex G~50 se mos-

trou um método eficaz para o isolamento e purificação da

lectina de Dioclea guianensis.

4 - Por cromatografia âe troca iõnica em coluna de DFJAE- e

de CM-Sepharose, sugere-se que a. lectina de I^ioclea guianensis

apresenta ponto isoelëtrico bãsico.

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

principalmente como um dímero com peso molecular em torno

de 5Q.000 daltons.

6 - A lectina apresenta uma subunidade maior âe peso mole-

cular aparente em torno de 30 KDa e duas outras s]i''i1')i d^'iffF

adicionais com pesos moleculares ciparentes em tortio cie .1 ;:ï e

12 KDa.

7 - Não foi detectado carboidrato na estrutura da J.cctina de

Dioclea guianeiisis, não sendo, portanto, uma glicoproteína.

8-0 tratamento da lectina de Dioclea guianensis com EDÏA

mostrou que ela é uma metaloproteína que requer ÍOMS metâ-

licos divalentes (Ca+ e Mn+) para sua atividade.

9 ~ Ensaios de atividade hemaglutinante utilizando-se hernã-

cias de vários animais mostraram ser a lectina de Dioclea

guianensis específica para eritrõcitos de coelho e galinha.

10 - Todas as lectinas pertencentes a tribo Diocleae compa-

radas neste trabcilho, esbao imunologicamente relncionadas

sugerindo que houve conservação de determinantes cinfcigërij-
cos durante a evolução desses vegetais a partir de uma an~

85
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ce s trai comum.

11 - A analise de aminoâcidos de lectina de Dioclea guianensis

revelou que esta é relativamente rica em acido aspãrtico,

serina e treoni.na e caracterizada. por ausência quase total

de cisteína 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 são necessários para estabelecer

o valor nutricional destas sementes, tanto na forma "in na~

tara" como quando tendo suas lectinas indtivadas.

14 - Ensaios biológicos usando-se Arteinia salina dernonstra-

ram que alectina de Dioclea guianensis é toxica, e esta to-

xidez ë dose dependente.

15 - A eficiência do tratamento térmico na destruição da

atividade hemaglutinante da lectina purificada de Dioclea

guianensis foi maior do que quando este tratamento foi uti-

lizado para as sementes íntegras.

••

X'
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