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RESUMO

Canavalia brasiliensis pertence a familia Leguminosae e sendo conhecida como feijdo-bravo-
do-Ceara, € uma espécie predominante do Continente Americano. No Brasil pode ser
encontrada nas regiGes Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Muitas espécies de plantas
contém proteinas de ligacdo a carboidratos as quais sdo comumente chamadas de lectinas ou
aglutininas as quais sdo distribuidas em praticamente todos 0s organismos vivos. O referido
trabalho objetivou detectar, purificar e caracterizar fisico-quimicamente uma nova lectina
ConBr do extrato das sementes de C. brasiliensis e avaliar sua relagdo com bactérias
patogénicas e processos inflamatorios. A lectina com afinidade por eritrécitos de coelho foi
isolada através de cromatografia de afinidade em matriz de sephadex G-50 seguida de quitina;
e exclusdo molecular em sistema HPLC. O grau de pureza e o peso molecular da lectina
foram determinados por eletroforese SDS-PAGE. A proteina foi caracterizada quanto a
natureza glicoproteica, especificidade a acucares e glicoproteinas, resisténcia ao pH,
temperatura, agentes desnaturantes, redutores, oxidantes e quelantes. A lectina apresentou na
SDS-PAGE duas bandas de 25 e 45 kDa e um teor de 47 ug de carboidratos. Foi especifica
para manose, frutose e maltose. Foi inativada quando aquecida a 90 °C e 100 °C durante 10
minutos e em pH 5,0 e 13,0. Teve sua atividade reduzida na presenca de ureia 4 e 8 M e do
metaperiodato de sodio; ¢ aumentada com o [B-mercaptoetanol; € uma metaloproteina
dependente de Mg** para a estabilizacdo do seu sitio de ligacdo a carboidratos. N&o
apresentou atividade frente as bactérias Bacillus subtilis ATCC 0516, Escherichia coli ATCC
10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027, P. aeruginosa ATCC 25619, Staphilococcus
aureus ATCC 6538 e S. aureus ATCC 25925 e no modelo de peritonite induzido por
carragenina em camundongos, a lectina ndo se mostrou toxica para 0s animais e exibiu efeito
antiinflamatorio através da reducdo da permeabilidade dos vasos sanguineos e da migracgao
dos neutrofilos no peritbneo dos animais.

Palavras-chave: Lectinas vegetais. Leguminosae. Canavalia brasiliensis.
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ABSTRACT

Canavalia brasiliensis belongs to the family of Leguminosae and known as feijdo-bravo-do-
Ceara, it’s a species from Americas. In Brazil it can be found in the North, Northeast,
Midwest and Southeast. Many species of plant contain carbohydrate-binding proteins which
are commonly called lectins or agglutinins which are distributed in virtually all living
organisms. That study aimed to detect, purify and characterize physico-chemically a ConBr
new lectin from extract of the seeds of C. brasiliensis and to evaluate its relationship with
pathogenic bacteria and inflammatory processes. The lectin, with affinity for rabbit
erythrocytes, was isolated by affinity chromatography on matrix Sephadex G-50 followed by
chitin, and molecular exclusion in HPLC system. The purity and the molecular weight of the
lectin were determined by SDS-PAGE. The protein was characterized as to the nature
glycoprotein, the specific sugars and glycoproteins, resistance to pH, temperature, denaturing
agents, reducing, oxidizing and chelating agents. The lectin on SDS-PAGE showed two bands
of 25 and 45 kDa and a content of 47 pg of carbohydrates. It was specific for mannose,
fructose and maltose. It was inactivated when heated to 90 °C and 100 °C for 10 minutes and
at pH 5,0 and 13.0. It had reduced their activity in the presence of urea 4 and 8 M and sodium
metaperiodate, and increased with B-mercaptoethanol. It’s a metalloprotein which depend of
Mg?®* for stabilizing its carbohydrate biding site. It didn’t present activity against Bacillus
subtilis ATCC 0516, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027,
P. aeruginosa ATCC 25619, Staphilococcus aureus ATCC 6538 e S. aureus ATCC 25925
and in the carrageenan-induced peritonitis model in mice, the lectin didn’t have toxicity to
animals and showed anti-inflammatory effect reducing the blood vessel permeability and
migration of neutrophils in the peritoneum of mice.

Keywords: Plant lectins. Leguminosae. Canavalia brasiliensis.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONCEITO DE LECTINAS

Comumente, 0s organismos vivos contém proteinas de ligacéo a carboidratos as quais
sdo comumente chamadas de lectinas ou aglutininas (PEUMANS et al., 1995) e essa afinidade
por carboidratos permite que essas proteinas se liguem a glicoconjugados na superficie das
células promovendo a aglutinacdo das mesmas.

A definicdo mais aceita de lectinas é que elas sdo proteinas ou glicoproteinas de
origem ndo imune (vegetais) que tém no minimo um sitio de ligacdo nao catalitico, chamado
dominio lectina, que reconhece de forma reversivel e especifica a mono- e oligossacarideos
(BEUTH et al.; PEUMANS et al.,, 1995; VASCONCELOS et al., 2009) sem alterar a
estrutura covalente de quaisquer de seus ligantes (GOLDSTEIN et al., 1980; KOKOUREK &
HOREJSE, 1983; LIENER et al., 1986; MOREIRA etal.; 1991).

As interacOes entre o dominio lectina com seus ligantes glicanos sdo semelhantes as
interagdes estabelecidas entre os anticorpos e seus antigenos. Sua habilidade de reconhecer e
se ligar reversivelmente a carboidratos especificos sem qualquer modificacdo quimica destes
distingue as lectinas de outras proteinas de ligacdo a carboidratos e enzimas (DHUNA et al.,
2005). Apesar de terem sido descobertas através da observacdo de aglutinacao de hemacias, as
lectinas podem aglutinar também outros tipos de células tais como linfocitos,
espermatozoides, plaquetas e bactérias (DIAZ et al., 1999).

Desde a sua descoberta, centenas dessas proteinas tém sido isoladas e caracterizadas
em algum detalhe com respeito a sua especificidade de ligacdo a carboidratos, estrutura
molecular e propriedades bioquimicas (PEUMANS et al., 1995) e até o ano de 1970 elas
tinham atraido pouca atencdo. Essa atitude mudou com a demonstracdo de que lectinas séo
ferramentas extremamente (teis para a investigacdo de carboidratos na superficie celular, em
particular, nas células malignas (SHARON; LIS, 2004).

1.2 HISTORICO DO ESTUDO DAS LECTINAS

A presenca de lectinas em um extrato proteico geralmente é identificada através da
aglutinacdo de eritrocitos e o primeiro relato dessa atividade promovida por elas data de 1860,
por S. Weir Mitchell, , constatou que o veneno de cascavel aglutinava eritrocitos de pombo
(KILPATRICK; GREEN, 1992 apud SHARON; LIS, 2007). Vinte e oito anos depois, Peter
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Hermann Stillmark obteve a primeira aglutinacdo de células por extratos vegetais. Ele
observou que extratos toxicos de Ricinus comunis (mamona) aglutinavam hemacias de
animais de espécies diferentes (SELL et al., 2000) hipotetizando a presenca de uma proteina
no extrato a qual nomeou de ricina.

Pouco tempo depois, H. Hellin relatou que a abrina - uma proteina das sementes de
Abrus precatorius (jequiriti) - exercia efeitos hemaglutinantes similares aos da ricina. Depois,
numerosas substancias aglutinantes toxicas e ndo toxicas foram sendo descobertas em outras
plantas (CAJAZEIRAS, 2009) e também em outros tipos de organismos. Essa Ultima
identificacdo fez com que se descartasse a ideia de que essas proteinas fossem exclusivas de
vegetais. A partir desses primeiros registros, as substancias responsaveis pela aglutinacdo das
hemacias - ricina, abrina e outras, receberam a designacdo geral de hemaglutininas ou
fitoaglutininas — pelo fato de aglutinar hemacia e/ou estarem sendo identificadas quase que
exclusivamente em vegetais, marcando o inicio de uma nova disciplina: a Lectinologia.

Karl Landsteiner e H. Raubitishek identificaram diferencas nas atividades
hemaglutinantes em varios extratos de sementes, frente a hemacias de diversas espécies,
evidenciando a seletividade das aglutininas vegetais (SELL et al., 2000). Nesses estudos, eles
utilizaram extratos de sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris), ervilha (Pisum sativum) e
lentilha (Lens culinaris). Inclusive, os trabalhos com as lectinas de ervilha e lentilha mudaram
0 pensamento de que a toxicidade era propriedade geral dessas substancias.

Em 1919, James B. Summer, da Universidade de Cornell (Ithaca, Nova York),
conhecido por ser o primeiro a cristalizar uma enzima, a urease, pela qual ele foi agraciado
com o prémio Nobel vinte e um anos depois, isolou do feijdo Canavalia ensiformis uma
proteina cristalina que ele chamou de concanavalina A (Con A). Deste modo, foi obtida uma
hemaglutinina pura pela primeira vez. No entanto, quase duas décadas se passaram antes de
Summer e S. F. Howell relatarem que a Con A aglutina células como eritrécitos e leveduras e
que também precipita glicogénio em solucdo. Eles ainda mostraram que a hemaglutinacéo
pela Con A foi inibida por sacarose, demonstrando pela primeira vez a especificidade das
fitoaglutininas por acucares. Summer e Howell também sugeriram que a hemaglutinacdo
promovida pela Con A poderia ser consequéncia de uma reacdo entre a proteina vegetal e
carboidratos na superficie de celulas vermelhas (SHARON; LIS, 2004).

No fim dos anos 40, William C. Boyd e Rose M. Reguera observaram que certas
sementes continham aglutininas especificas para antigenos dos grupos sanguineos humanos
(DIAZ et al., 1999). Essa especificidade também fora descrita por Karl O. Renkonen (1948) e
Walter J. T. Morgan e Winifred M. Watkins (1952 e 1953); e em 1954, Boyd e Elizabeth
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Shapleih sugeriram que essas fitoaglutininas fossem denominadas de lectinas, do latim legere,
que significa escolher, selecionar, para destacar a habilidade de algumas destas em diferenciar
células sanguineas do sistema ABO quando testadas contra esses: eles descobriram que
extratos brutos de Phaseolus limensis e Vicia cracca aglutinavam eritrcitos de sangue do
tipo A, mas ndo células de sangue do tipo B ou O (SHARON; LIS, 2004). Em 1972 o termo
lectina foi generalizado para todas as proteinas que possuissem a capacidade de aglutinar
células ou precipitar polissacarideos e glicoproteinas (KASSAB, 1999 e SHARON, 1972).

A tabela 1 identifica alguns dos principais estudos feitos com lectinas, desde a sua

descoberta até os dias atuais.

Tabela 1 - Resumo dos primeiros estudos envolvendo lectinas (Adaptado de LIS & SHARON, 2007).

(continua)

Ano Estudo

1860 Primeiro relato da aglutinagdo de sangue pelo veneno de cascavel por S.
Weir Mitchell.

1888 Stillmark observa que a ricina aglutina hemacias: inicio da Lectinologia;

1898 Elfstrand propbe o termo aglutinina para as proteinas que aglutinam
células.

1891 H. Hellin observa que a abrina tem efeitos hemaglutinantes similares aos
daricina;

1902 Simon Flexner e H. Noguchi confirmam as observagdes de Mitchell e
descrevem aglutininas no veneno de cobra.

1908 Karl Landsteiner e H. Raubitishek identificam diferengas nas atividades

hemaglutinantes de varios extratos de sementes com relagdo a hemacias
de diferentes espécies de seres vivos;

1902 Descricdo de atividade hemaglutinante por cultura de bactérias.

1919 James B. Summer isola da Canavalia ensiformis a proteina
concanavalina A (ConA);

1936 Summer e S. F. Howell relatam que a ConA aglutina eritrocitos e
leveduras e que também precipita glicogénio em soluc¢&o;
E demonstrada pela primeira vez a especificidade das fitoaglutininas por
acucares: Con A € inibida por sacarose;

1941 George K. Hirst e Ronald Hare, independentemente, observam que o

virus influenza aglutina eritrécitos.
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Tabela 1 - Resumo dos primeiros estudos envolvendo lectinas (Adaptado de LIS & SHARON, 2007).
(continuacéo)

Ano Estudo

1950? Alfred Gottschalk e Elisa Hall demonstram que uma lectina no virus
influenza estd envolvida no processo de reconhecimento durante a
infeccdo e aglutinacdo dos eritrdcitos.

1952 Walter J. T. Morgan e Winifred M. Watkins descobrem que N-acetil-D-
galactosamina e L-fucose sdo os aclcares que conferem especificidades

1953 aos tipos sanguineos A e O através de estudos de inibicdo com lectinas
da fava e de Lotus tetragonolobus.

1954 William C. Boyd e Rose M. Reguera observam que algumas sementes
contém aglutininas especificas para 0s antigenos dos grupos sanguineos
humanos.

1954 William C. Boyd e Elizabeth Shapleih sugerem que as fitoaglutininas
sejam chamadas de lectinas.

1960 Peter C. Nowell demonstra a atividade mitogénica da lectina de
Phaseolus vulgaris (PHA) sobre linfécitos.

Mitchel isola primeira lectina animal do veneno de Crotalus durissus.

1963 Joseph C. Aub e colaboradores demonstram a capacidade das lectinas
em aglutinar células neoplasicas utilizando a lectina do gérmen do trigo
(WGH).

1965 Bipin B. L. Agraw e Irwin J. Goldstein descrevem um método de
purificacdo de aglutininas com base na especificidade de ligacdo aos
carboidratos: cromatografia de afinidade;

1968 Doods, Maclennan e Hawkin descrevem pela primeira vez lectinas em
esponjas marinhas.

1972 O termo lectina é generalizado para todas as proteinas que possuem a
capacidade de aglutinar células ou precipitar polissacarideos e
glicoproteinas.

1972 Edelman e, independentemente, Karl Hardman com Clinton F.
Ainsworth resolvem a estrutura 3D da Con A.

1974 A primeira lectina de mamifero (da enguia elétrica) € isolada por Gilbert
Ashwell e Anatol G. Morell.



Tabela 1 - Resumo dos primeiros estudos envolvendo lectinas (Adaptado de LIS & SHARON, 2007).
(conclusdo)

Ano Estudo

1984 Paroutaud et al. determinam a sequéncia de amino&cidos da lectina do
amendoim revelando homologia entre suas sequéncias aminoterminais
com a lectina da fava e a da soja.

1986 Chapot et al. identificam homologia nas sequéncias de aminoacidos de
lectinas de plantas de diferentes familias.

1988 Assim como em plantas relacionadas taxonomicamente, similaridades
entre lectinas de animais tais como galectinas e Tipo-C também sdo
identificadas.

1994 Parijs et al descrevem a atividade antifungica da heveina, lectina extraida
do latex de Hevea brasiliensis.

2004 E demonstrada atividade antiviral das lectinas de Galanthus nivalis e
Hippeastrum hybrid contra as linhagens HIV-1 e HIV-2.

2005 A lectina de Arisaema tortuosum Schott é descrita como tendo atividade
contra algumas linhagens de células humanas cancerosas por Dhuna et
al.

2010 Swanson et al demonstram a atividade anti-HIV da lectina isolada da

banana — BanLec.

1.3 PROPRIEDADES GERAIS DAS LECTINAS

As lectinas apresentam grande estabilidade estrutural em geral, resultado da estrutura
globular compacta, agregagdo molecular e glicosilacdo. Para alterar estruturalmente estas
proteinas & necessaria a interferéncia de fatores como altas temperaturas, pH e acdo de
enzimas proteoliticas que alteram o seu desdobramento através da quebra de ligacBes de
hidrogénio, ibnicas e covalentes responsaveis pela manutencdo da sua estrutura. Algumas
lectinas quando submetidas ao aquecimento podem néo perder suas propriedades bioldgicas
(PAIVA et al., 2010). A maioria das lectinas sdo estaveis a variacdo de pH e resistentes a uma
grande variedade de enzimas proteoliticas (LEITE, 2010; PEUMANS; VAN DAMME,
1995).



As lectinas sdo proteinas de origens e estruturas distintas sendo que algumas sao
metaloproteinas por necessitarem a presenga de cations metalicos localizados em sitios de
ligacdo especificos - diferentes dos sitios para carboidratos, onde a presenca de ions é
necessaria para o encaixe do carboidrato no CDR — dominio de reconhecimento a carboidratos
(PEDROSO, 2006).

Essas proteinas também possuem uma ampla capacidade de agir como reconhecedores
de moléculas dentro de células, na superficie celular e em fluidos fisiol6gicos - servem como
meio de fixacdo de diferentes tipos de células e virus por meio do reconhecimento dos
carboidratos de superficie, permitindo o estabelecimento de relagbes como parasitismo,
mutualismo e até mesmo predatismo: a bactéria Escherichia coli é capaz de aderir a células do
trato gastrointestinal de animais porque lectinas presentes nas suas fimbrias reconhecem
unidades oligossacaridicas nas superficies dessas células (BERG et al., 2004);

Em alguns casos, lectinas da superficie das células se ligam particularmente a
glicoproteinas, enquanto que, em outros casos, o0 carboidrato de glicoproteinas da superficie
celular ou de glicolipidios é utilizado como sitio de ligacdo de lectinas (CAJAZEIRAS,
2009). Essas lectinas de superficie ainda podem desempenhar um papel no trafego
extracelular de glicoproteinas e adesdo celular e lectinas extracelulares podem estar
envolvidas na organizacdo da matriz extracelular e funcionar como sinais para o crescimento
e desenvolvimento celular (VAN DAMME et al., 2004).

1.4 LECTINAS VEGETAIS

1.4.1 Biossintese e funcdes

Durante as duas ultimas décadas, lectinas expressas abundante e constitutivamente
veem sendo identificadas em muitas espécies vegetais e mostrando grande diversidade de
estrutura molecular e especificidade a aglcares. As lectinas sdo, portanto, as proteinas de
plantas de melhor estrutura tridimensional conhecida (RAMOS et al., 1996).

Nas plantas, a maioria dessas moléculas encontra-se nos cotilédones e endospermas
das sementes e podem constituir de 2 a 10% do total de proteinas (DIAZ et al., 1999). A
medida que a semente vai germinando, proteinas de reserva e lectinas vdo sendo
metabolizadas para fornecer aminoacidos e assim, a planta poder se desenvolver
(CHRISPEELS et al., 1991).
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As lectinas vegetais sdo sintetizadas durante o desenvolvimento da semente
juntamente com outras proteinas de estoque e no decorrer do desenvolvimento, sdo levadas
para 0s corpos proteicos (TRINDADE, 2005). Dentro das células, foram identificadas no
citoplasma e no nucleo (VAN DAMME et al., 2004), mas também verificadas no espaco
extracelular (BATISTA, 2007; ETZLE et al., 1984).

Além das sementes, lectinas também podem ser isoladas em menores proporgdes de
cascas, folhas, grdos de pélen, raizes, (KUKU et al., 2007) frutos, flores (RATAPANO et al.,
2001; SANTOS, 2007), caules e rizomas (CHRISPEELS et al., 1991).

A biossintese das lectinas normalmente segue a via secretora onde sua sintese ocorre
nos ribossomos, sdo direcionadas para o reticulo endoplasmatico, posteriormente sao
transportadas para o complexo de Golgi, seguindo para os vactolos (CARNEIRO; HALLA,
2011). Comumente, elas sofrem modificagdes co-traducionais como N-glicosilacédo; e pos-
traducionais tais como permutacao e clivagem proteolitica para remocédo de peptideos-sinais e
separacdo em cadeias (RUDIGER; GABIUS, 2001; TRINDADE, 2005; VAN DAMME et al.,
1998).

O papel fisiologico das lectinas vegetais ainda é bem discutido entre os pesquisadores
(FONTENELE, 2008). Apesar de contribuirem como reservatério de aminoacidos durante o
desenvolvimento das mudas acredita-se que elas também tenham um papel na defesa de
plantas. Um argumento para isso é a verificacgdo de que essas lectinas se ligam a
glicoconjugados de outros organismos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Estudos com
lectinas purificadas e experimentos com plantas transgénicas indicaram que algumas lectinas
aumentam a resisténcia da planta contra animais herbivoros ou fitopatégenos (KUKU et al.,
2009; VAN LEUVEN et al., 1993).

De acordo com RAVEN et al. (2006), é possivel também que lectinas secretadas por
células de raizes das leguminosas interajam com as bactérias fixadoras de nitrogénio,
facilitando sua ligacdo as paredes celulares dos pelos radiculares.

Nas curcubitaceas e no Amaranthus hypochondriacus, os estudos tém demonstrado que
quando o floema é danificado, lectinas se associam a proteina principal do floema (PP1)
formando agregados que protegem a regido lesionada e ainda fornece protecdo contra a
invasdo de fungos (VAN DAMME et al., 2004).

Lectinas extraidas de plantas em geral também podem funcionar como mitdgenos
(KUKU et al., 2009) e apresentar outras propriedades tais como citotoxica (DRESH et al.
2004; PAJIC et al., 2002), hemolitica, antibacteriana e demonstram um grande nimero de

aplicac@es biologicas, tecnoldgicas e inclusive terapéuticas (DRESH et al., 2004).

20



1.4.2 Classificacéo das lectinas vegetais

Trés sistemas de classificacdo das lectinas vegetais sdo utilizados atualmente levando-
se em consideracdo a sua estrutura tridimensional, a especificidade a aclcares e as relacdes
evolutivas.

Quanto a estrutura tridimensional tem-se:

(A) Merolectinas, lectinas de pequeno tamanho e que possuem um Gnico dominio
reconhecedor de carboidrato sendo assim, incapazes de precipitar glicoconjugados ou
aglutinar células.

(B) Hololectinas consistem de moléculas com no minimo dois dominios idénticos ou
bastante homdlogos que se ligam ao mesmo carboidratos ou a agucares de estruturas bastante
similares.

(C) Quimerolectinas possuem ao menos dois dominios com atividades distintas: um
capaz de se ligar a carboidratos ou glicoconjugados e outro dominio distinto e bem definido,
capaz de exercer uma atividade enzimatica ou outra atividade bioldgica qualquer.

(D) Superlectinas correspondem a um tipo especial de quimerolectinas, onde ao
menos dois dominios sdo ligantes de carboidratos, no entanto, apresentam especificidades
distintas.

(E): Multilectinas possuem dois ou mais sitios idénticos de ligagdo a agUcares, mas
que podem se ligar a carboidratos diferentes.

A classificacdo quanto a especificidade por acucar é baseada no monossacarideo que
causa a maior inibicdo da aglutinagio de eritrocitos induzida pela lectina (HAJTO et al.,
2005). As lectinas foram agrupadas primeiramente em ligantes L-fucose, D-glicose/D-
manose, D-galactose/N-acetil-D-galactosamina. Posteriormente novos grupos foram criados
levando-se em conta substituicbes no anel, como no caso de N-acetil-D-glicosamina e acido
N-acetilneuraminico (MOURA, 2007; RUDIGER, 1998).

Dependendo da especificidade, a lectina ira se ligar seletivamente a um desses
acucares citados, que sdo constituintes tipicos de superficies de células eucaridticas (LIS &
SHARON, 1998; MOURA, 2007).

Lectinas ainda podem exibir dupla especificidade combinando-se simultaneamente
com diferentes acucares. Um pequeno namero de lectinas interage com monossacarideos de
diferentes grupos de especificidade por meio do mesmo sitio ligante (VAN DAMME et al.,
1998). A seletividade de ligagdo com o acgucar é conseguida através de pontes de hidrogénio,

forcas de van der Waals e interac¢@es hidrofobicas entre o aglcar e o sitio de ligacao da lectina
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(PAIVA et al., 2010) podendo o agucar ser componente de um glicoconjugado, tal como
glicoproteina, glicolipideo e polissacarideo, que pode ser carboidrato proveniente da planta ou
de exdgenos.

Levando em consideracdo suas sequéncias de aminoacidos e semelhancas estruturais,
foi possivel subdividir as lectinas em sete familias relacionadas estrutural e evolutivamente, o
que indica que plantas desenvolveram um ndmero limitado de motivos de ligacdo a
carboidratos (PEUMANS, et al., 2000, citado por VAN DAMME et al., 2004):

(A) Lectinas de leguminosas encontradas em plantas leguminosas e sdo semelhantes
quanto as caracteristicas fisico-quimicas (DAMICO, 2002). Sdo similares também no que diz
respeito as estruturas primaria e tercidria sendo que, suas especificidades e estruturas
quaternarias variam amplamente (LORIS et al., 1998).

(B) Lectinas ligadoras de quitina ligam-se a quitina e apresentam estrutura similar a
heveina — proteina pequena, rica em residuos de cisteina (PARIJS et al., 1990). S&o
encontradas em cinco familias ndo relacionadas taxonomicamente: Gramineae, Solanaceae,
Urticaceae, Papaveraceae e Amaranthaceae. (DAMICO, 2002) e muitas apresentam atividade
antifingica. Exemplo: UDA — aglutinina de Urtica dioica. Vale destacar que ha lectinas que
se ligam a quitina, mas ndo sdo semelhantes a heveina. Deste modo, ndo sdo inseridas no
grupo.

(C) Proteinas inativadoras de ribossomos (RIP’s) do tipo 2 e Lectinas
relacionadas, conhecidas por serem potentes agentes citotoxicos. Elas tém atividade catalitica
e podem inativar os ribossomos eucarioticos pela clivagem de uma ligacdo N-glicosidica de
um residuo de adenina no RNA. Ricina e abrina sdo dois exemplos conhecidos (DAMICO,
2002).

(D) Lectinas ligadoras de manose em monocotiledéneas sdo encontradas em
monocotileddneas e se ligam apenas a manose. Tém sequéncia e estrutura tridimensional
semelhantes (DAMICO, 2002).

(E) Lectinas semelhantes a Jacalina apresentam estrutura semelhante a jacalina —
uma lectina isolada de Artocarpus integrifolia, a jaca. Essa familia compreende dois
subgrupos: as lectinas de sementes da familia Moraceae - especificas para N-
acetilglicosamina, e as lectinas da familia Convolvulaceae - especificas para manose e
maltose (ZANETT]I, 2007).

(F) Lectinas semelhantes @ Amarantina, presentes nas amarantaceas, apresentam
homologia quanto a estrutura primaria e sdo especificas para N-acetil-D-galactosamina e ndo

sdo glicosiladas;
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(G) Lectinas de Cucurbitaceas que normalmente sdo glicosiladas e contém um
dominio especifico para quitina, sem apresentar o dominio heveina (ZANETTI, 2010)

caracteristica de outras lectinas especificas para quitina.

1.5 APLICACOES DAS LECTINAS

1.5.1 Atividade antibacteriana

Microrganismos de importancia médica s6 comegaram a ser efetivamente estudados a
partir de 1978, gracas a trabalhos de Pasteur, Robert Koch e de seus contemporaneos
(BATISTA, 2008). No entanto, com novas tecnologias apresentadas associadas a
problematica da resisténcia antimicrobiana a medicamentos, a necessidade de novos
compostos alavancou as pesquisas na busca de substancias que apresentem eficacia superior
ou igual aos medicamentos utilizados na terapéutica habitual com efeitos colaterais reduzidos
(BATISTA, 2008; OESTERHELT, 2005).

Os vegetais apresentam-se como uma fonte promissora de compostos com
propriedades terapéuticas e entre estes podemos destacar as lectinas de Griffonia simplicifolia,
Canavalia ensiformis e Lens culinaris que aglutinam a bactéria Pseudomonas syringae.
Lectinas de Dolichos biflorus reagem especificamente com estreptococos do grupo C. Essas
lectinas provavelmente afetam essas bactérias pela interacdo com residuos de N-acetil-D-
galactosamina presentes em suas estruturas externas (OLIVEIRA et al., 2007). Os estudos
mostram que a lectina extraida de sementes de Labramia bojeri inibiu a formacdo de
biofilmes por estreptococos cariogénicos — formadores da carie dentaria (OLIVEIRA et al.,
2005).

Essas proteinas também podem apresentar atividade antibacteriana através do bloqueio
dos movimentos normais da bactéria (DAMICO, 2002). Estudos de Liao et al. (2003), com
algas vermelhas, demonstraram que suas lectinas podem inibir o crescimento de bactérias
como Vibrio vulnificus, habitante de ambientes marinhos e que pode causar gastroenterite
apos o consumo de frutos do mar crus; Schrdoder et al. (2003) demonstraram que uma lectina
purificada da esponja Suberites domuncula (Desmospongiae) apresentou atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e E. coli; e a HOL-30 (lectina da esponja
Halichondria okadai) mostrou inibicdo significativa contra o crescimento micelial de
Botryodiplodia theobromae, um fitopatogeno (KAWSAR et al., 2010).



1.5.2 Atividade antiinflamatdria

A inflamacdo é um fendmeno bioldgico que consiste em uma sequéncia de eventos
gerados por uma resposta das células aos variados estimulos externos como infeccdo por
microrganismos, agentes fisicos ou quimicos, tecido necrotico ou reacdes imunoldgicas,
apresentando na verdade, um papel protetor.

A reacdo inflamatoria é didaticamente separada em aguda ou crénica dependendo da
duracdo e das caracteristicas. A primeira tem curta duracdo - horas a dias, apresentando
inicialmente a vasodilatacdo, o extravasamento de liquido proteico, formacdo do edema,
migracdo de células para o sitio agredido podendo em alguns casos ocorrer a ativacdo da
cascata de coagulagdo. A segunda apresenta duragdo maior - semana a meses, ocorre a
presenca de macrofagos e linfocitos, proliferacdo celular, fibrose e necrose tecidual, onde
destruicdo tecidual e tentativa de reparagdo ocorrem simultaneamente, muitas vezes, de forma
assintomatica (BEZERRA, 2012).

O processo normalmente leva a recuperacdo e a cura sempre que o estimulo nocivo
que desencadeou o processo é suprimido (FIGUEIREDO et al., 2009), porém a reparacdo do
tecido agredido ocorrera em maior ou menor magnitude, dependendo do dano causado pelo
fator agressor, podera ser nociva ao organismo sendo necessario o uso de substancias anti-
inflamatdrias, que controlem esses eventos e assim, a busca daquelas provenientes de fontes
naturais (BORGES, 2010).

Ja ficou evidenciado que as lectinas podem apresentar atividade anti-inflamatoria
como, por exemplo, a de Clitoria fairchildiana R. Howard (LEITE et al., 2012) e algumas da
subtribo Diocleinae tais como a lectina de Dioclea grandiflora, que diminuiu a migracéo de

neutr6filos em ratos durante o processo inflamatorio induzido (NUNES et al., 2009)

1.5.3 Outras aplicagdes das lectinas

Durante muitos anos, as lectinas foram usadas para investigar a composicdo de
acucares de glicanos e glicoconjugados de lipopolissacarideos bacterianos (KAWSAR et al.,
2010) e ate mesmo na identificacdo de grupos sanguineos. As lectinas de Lotus
tetragonolobus e Ulex europaeus, ambas especificas para fucose, sdo empregadas para
identificar eritrocitos do tipo O; a lectina de Dolichos biflorus é usada para distinguir
subgrupos Al e A2. (TRINDADE, 2005)
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Dubois et al. (1998) demonstraram que a ConA induz a producdo da MMP-9 por
linfdcitos in vitro; essa protease, em associacdo com a MMP-2, é fundamental para o processo
de cicatrizacdo (SILVA etal., 2009).

Joseph C. Aub e seus colaboradores descreveram que as lectinas de plantas podem
distinguir células normais de células malignas. Diferentes estudos in vivo e in vitro com
lectinas de plantas demonstram que elas possuem atividade antitumoral exercendo efeito
inibitério no crescimento do tumor e atividade anticarcinogénica - efeito inibitério na inducdo
do cancer por carcindgenos (VILLANUEVA; ABDULLAEYV, 2005).

Em andlises de Parijs e colaboradores (1990), a heveina, lectina de Hevea
brasiliensis, apresentou atividade antifingica contra Botrytis cinerea, Fusarium culmorum,
Fusarium oxysporum f. sp. pisi, Phycomyces blakesleeanus, Pyrenophora triticirepentis,
Pyricularia oryzae, Septoria nodorum e Trichoderma hamatum, chegando a ser para alguns
fungos um inibidor mais potente do que as quitinases.

As hemaglutininas sdo ferramentas confidaveis usadas como biomarcadores para
alteracOes patobioquimicas do epitélio gastrico durante a infeccdo por Helicobacter pylori
bem como durante o mapeamento do glicocélice de H. pylori durante os estagios da infeccdo
(MELO-JUNIO et al., 2008).

Entre as lectinas mais estudadas de plantas, estdo principalmente as da familia
Leguminosae. Lectinas dessa familia representam um grupo de proteinas similares

estruturalmente, porém com diferencas na especificidade a carboidratos (SILVA et al., 2009).

1.6 AFAMILIA LEGUMINOSAE

Leguminosae consiste em uma das maiores familias de angiospermas e apresenta
ampla distribuicdo biogeografica. A familia esta dividida em trés subfamilias e 36 tribos e
atualmente sdo atribuidos a ela 727 géneros e cerca de 19.325 espécies (LEWIS et al., 2005 e
MIOTTO et al., 2008), sendo que no Brasil ocorrem cerca de 200 géneros e 1500 espécies
(RODRIGUES; MACHADO, 2006; SOUZA; LORENZI, 2005).

Muitas leguminosas uteis e diversas sdo cultivadas desde a antiguidade como
alimenticias (lentilha, ervilha, feijao), forrageiras (alfafa, trevos, ervilhacas), oleaginosas
(soja, amendoim), adubo verde (tremogos), tintéreas (indigo, pau-brasil), tanicas (acécia-
negra), fornecedoras de celulose (bracatinga), meliferas (alfafa, trevos-de-cheiro), medicinais
(pata-de-vaca, erva-de-touro), florestais (canafistula, angico), ornamentais (guapuruvd,

corticeiras), etc. Ainda, algumas sdo téxicas para 0 homem ou para o0 gado, pela presenca de
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principios nocivos (tremogos, timbo) e outras sdo prejudiciais por seus actleos (maricé, unha-
de-gato);

A familia é bem conhecida por constituir o maior grupo de plantas que estabelece
associacdo com bactérias simbidticas, rizobios - género Rizobium (PEUMANS & VAN
DAMME, 1995) e Bradyrhizobium (BARBERI et al.,, 1998) que fixam o nitrogénio
atmosférico, um processo essencial para todos 0s seres Vivos.

A subfamilia Caesalpinioideae apresenta aproximadamente 170 géneros e 3000
espécies. Em Mimosoideae ocorrem aproximadamente 77 géneros e 3000 espécies; e em
Papilionoideae, cerca de 478 géneros e de 13805 espécies, sendo assim, a maior das trés
subfamilias.

Na subfamilia Papilionoideae existem plantas do tipo ervas, subarbustos, arbustos,
arvores, trepadeiras e lianas. Essa subfamilia € dividida em 28 tribos.

A tribo Phaseoleae, apresentando o maior nimero de exemplares e maior importancia
econbmica para 0 homem, é dividida em oito subtribos - Cajaninae, Phaseolinae, Clitoriae,
Ophrestiinae, Kennediinae, Erythrinae, Diocleinae e Glycininae. A subtribo Diocleinae
abrange treze géneros: Canavalia, Cleobulia, Pachyrhizus, Collea, Camptosema, Dioclea,
Cratylia, Galactia, Cymbosema, Herpiza, Calopogonium, Macropsicanthus e Luzonia. Essa
subtribo é amplamente distribuida pelas zonas neotropicais. (MELGAREJO et al., 2005)

O género Canavalia foi dividido em quatro subgéneros: Catadonia, Wenderothia,
Canavalia e Maunaloa (LACKEY, 1977; LACKEY, 1981; MOREIRA, et al., 1995; SAUER,
1964) e tem aproximadamente 60 espécies pantropicais (MAXWELL, 1998 citado por
MATOS et al., 2004) com concentracdo neotropical, j& que cerca de 37 espécies se distribuem
em area neotropical e cerca de 15 espécies em area paleotropical, principalmente na area
oriental do Oceano Indico e por¢do ocidental do Oceano Pacifico (MATOS et al., 2004).

Ha pelo menos quatro espécies que foram cultivadas para forragem e alimento.
Canavalia ensiformis, por exemplo, foi cultivada na América como alimento na etapa pre-
colombiana (AYMARD; CUELLO, 1991; MATOS et al., 2004).

Algumas das espécies de Canavalia estdo incluidas entre as poucas que possuem
sementes que contém toxinas tais como alcaloides e aminoacidos ndo proteicos. Nenhum
desses cultivos é de importancia econdmica fundamental. Os mesmos servem apenas como
forragem, adubacdo verde e s6 em casos de extrema pobreza que sdo usados na alimentacdo
humana (MATOS et al., 2004).
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1.7 LECTINAS DE LEGUMINOSAS

H& muito tempo, sementes de plantas da familia Leguminosae sdo conhecidas por ser
uma fonte abundante de lectinas (CAVADA, 1996).

As lectinas dessa familia estdo entre as proteinas vegetais mais estudadas, pois
correspondem de 2 a 10% das proteinas solUveis de sementes maduras e dentre as funcdes das
lectinas destaca-se a toxicidade destas proteinas contra varias espécies de fungos
fitopatogénicos e insetos (CHEVREUIL et al., 2007).

O termo ‘lectinas de leguminosas’ refere-se a um tipo particular de lectinas de plantas
que sdo encontradas exclusivamente na familia Leguminosae. Porém convém destacar que
nem todas as lectinas encontradas em leguminosas pertencem a esse grupo (VACARI, 2010).

A partir da comparacdo de mais de 30 sequéncias completas de aminodcidos, foi
estabelecido que as lectinas de leguminosas compdem uma familia bem conservada de
proteinas. Esta homologia é impressionante quando a estrutura tridimensional de algumas
dessas lectinas sdo analisadas (CAVADA et al., 1993; 1996). ConBr, a lectina isolada das
sementes de Canavalia brasiliensis, tem sua estrutura cristalografica definida, apresentando
99% da sequéncia de aminoacidos idéntica a de ConA e a mesma especificidade por
glicose/manose (RUSSI, 2010; SANZ-APARICIO et al., 1997).

As lectinas de leguminosas normalmente sdo constituidas de duas ou quatro
subunidades de 25 a 30 kDa (geralmente 220 a 250 residuos de aminoacidos por mondmeros)
e a interacdo entre a proteina e o carboidrato geralmente se torna estavel na presenca de ions
Ca™ e Mn"" ligados a lectina. Além disso, essas lectinas, embora com diferentes afinidades de
reconhecimento a carboidratos, possuem propriedades bioquimicas e fisico-quimicas
semelhantes apresentando um grau de homologia consideravel entre as suas sequéncias de
aminoacidos. Apesar das semelhancas estruturais, estas proteinas elicitam diferentes
atividades biologicas, ou ainda para uma dada atividade, diferentes perfis de resposta
(CAVADA et al., 1993; 2001; FONTENELE, 2008). Outros metais de transicdo também
podem contribuir para a estabilidade dos sitios de ligacdo da lectina a carboidrato sendo que a
remocao dos ions causam mudancgas conformacionais.

As lectinas de leguminosas podem assumir duas conformacdes quanto a presenca dos
ions calcio e manganés. Na presenga destes assumem a conformacg@o ‘locked’ e na auséncia
‘unlocked’. Portanto, a conformagdo mais favoravel do sitio de ligagdo a carboidratos das
lectinas de leguminosas ocorre exclusivamente pela presenca dos ions (BOUCKAERT et al.,
1999; VACARI, 2010).
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As lectinas pertencentes a esta classe podem ser glicosiladas, apresentando uma ou
duas cadeias de agUcares covalentemente ligados a cadeia lectinica (BATISTA, 2007; VAN
DAMME et al., 2008) e sdo constituidas principalmente por folhas f.

O sitio de ligacdo a carboidratos das lectinas de leguminosas apresenta uma regido na
superficie da molécula composta por quatro loops que formam uma cavidade na sua
superficie. Nestes loops encontram-se os residuos de Asp, Asn e Gly/Arg que se ligam através
de quatro ligacbes de hidrogénio as hidroxilas dos carbonos trés e quatro presentes em
monossacarideos como manose ou glicose. Além dessas ligacdes ocorrem também interacGes
hidrofobicas com os residuos de aminoacidos como Phe, Tyr, Trp ou Leu auxiliando a
estabilidade com o monossacarideo. As variacdes evolutivas observadas nas lectinas de
leguminosas ocorrem especificamente no sitio de ligacdo a carboidratos e na maneira como
essas proteinas formam oligdbmeros. Se existirem variagdes no sitio primario de ligagdo havera
provavelmente alteracdo na especificidade da lectinas pelo seu respectivo monossacarideo.

Caso essas variagdes sejam observadas na forma de oligomerizacdo haverd mudancas
na forma como essas proteinas interagem com oligossacarideos complexos presentes em
membranas celulares. Ou seja, lectinas contendo a mesma especificidade por
monossacarideos podem desempenhar atividades bioldgicas distintas e vice-versa (MORENO,
2008).

Essas lectinas sdo similares entre si quando comparadas em relacdo as suas estruturas
primarias e terciarias, porém diferem admiravelmente quanto a estrutura quaternaria
(BRINDA et al., 2005; MORENO, 2008). Essas moléculas raramente ocorrem na forma
monomérica, sendo mais comum encontra-las nas formas dimérica e tetramérica, onde os
tetrdmeros sdo formados a partir de arranjos espaciais entre dimeros. Cada interacdo dimérica
distinta gera uma forma tetramérica especifica (MORENO, 2008).

A conservacgéo dessas proteinas durante a evolugdo das espécies de leguminosas € uma
evidéncia de que elas provavelmente desempenham um papel similar nessas plantas e que
esse papel pode conferir algumas vantagens desconhecidas a essas espécies. A toxicidade de
muitas lectinas de leguminosas sobre predadores importantes de plantas tais como insetos e
mamiferos, juntamente com a sua abundancia nas sementes, sugerem um papel protetor para
essas proteinas (CAVADA et al.,, 1993; 1996; CHRISPEELS; RAIKHEL, 1991). Por
exemplo, estudos com plantas de tabaco transgénicas, expressando o gene da lectina de
ervilha, demonstraram que ela exibiu aumento da resisténcia ao verme do tabaco Heliothis

virescens.
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Em tecidos periféricos os efeitos bioldgicos da ConBr incluem a estimulacdo da
producdo de NO (6xido nitrico) por macrofagos (ANDRADE et al., 1999; RUSSI, 2010),
ativacdo ou producdo de apoptose em linfécitos (BARBOSA et al., 2001; RUSSI, 2010) e
estimulacdo da liberacdo de histamina em mastocitos (LOPES et al., 2005).

Lectinas dos géneros Canavalia, Cratylia e Dioclea sdo as mais estudadas. Diversas
espécies de Dioclea mostraram possuir uma lectina intimamente relacionada com ConA.
(MELGAREJO et al., 2005) e apresentam cerca 78% de homologia no que diz respeito a sua
estrutura primaria comparada com a ConA (OLIVEIRA et al., 1990).

As lectinas melhor caracterizadas séo aquelas de sementes de Dioclea grandiflora
(MOREIRA et al., 1986; RICHARDSON et al., 1984), Dioclea lehmanni Diels (PEREZ et al.,
1990; 1991), Dioclea sericea Kunth (SIERRA; PEREZ, 1999), Dioclea altissima Rock
(MOREIRA et al., 1997). Inclusive, os estudos tém demonstrado que duas lectinas podem
estar presentes simultaneamente nas sementes como € o0 caso dessas trés primeiras e as de C.
ensiformis (MELGAREJO et al., 2005).

Lectinas de sementes de outras espécies tém sido apenas parcialmente caracterizadas
(MELGAREJO et al., 2005) e dentre as isoladas da tribo Diocleinae, apenas as lectinas de
sementes de C. ensiformis, C. brasiliensis, Canavalia maritima, D. grandiflora, Dioclea
guianensis e Cratylia mollis ttm a estrutura tridimensional resolvida por cristalografia de
raios X (CALVETE et al.,, 1999; DELATORRE et al., 2007). Essas lectinas mostraram
respectivamente 98%, 98%, 99%, 84%, 82% e 81% de similaridade com as sequéncias de
aminoacidos quando comparadas com a lectina de Canavalia gladiata (DELATORRE et al.,
2007).

1.8 Canavalia brasiliensis

A espécie C. brasiliensis (Figura 1), conhecida no Brasil como feijdo bravo — do -
Ceara, pertence ao dominio Eukarya (WOESE et al., 1990), reino Plantae (Metaphyta),
divisdo (filo) Magnoliophyta (angiospermas), classe Magnoliopsida (Eudicotileddneas),
ordem Fabales, familia Leguminosae (Fabaceae), subfamilia Papilionoideae (Faboideae), tribo
Phaseoleae, subtribo Diocleinae e género Canavalia.

Ela é uma trepadeira cujos individuos podem atingir de 0,5 a 5 metros, dependendo do
porte (arbustivo ou arboOreo) da espécie. Suas raizes sdo amarelas; as folhas alternadas,

trifolioladas; as flores apresentam coloracdo roxa ou branca com pétalas perfumadas e
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reunidas em inflorescéncias do tipo paniculada terminal, com escapo floral de coloragédo
verde-arroxeada (GUEDES et al., 2009).

Suas sementes geralmente apresentam dimensdes de 18 x 12 x 9 mm e coloragéo
verde-oliva, marrom ou marrom-avermelhado, com manchas que variam em cor dependendo
da idade (MATOS et al., 2004). A planta cresce bem em solos acidos e alcalinos, e de baixa
fertilidade e nos locais mais pobres do Nordeste brasileiro, a semente é utilizada como
alimento em periodos de baixa disponibilidade. (Disponivel em
<http://www.tropicalforages.info/key/Forages/Media/Html/Canavalia_brasiliensis.htm>
Acesso em 30 jun 2012).

Figura 1 - C. brasiliensis Mart. ex Benth mostrando as estruturas principais.
e f? O R T e

Fonte: www.tropicalforages.info.

C. brasiliensis ¢ uma espécie do Continente Americano e no Brasil (Figura 2) é
encontrada nas regiGes Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (Disponivel em
<http://flora.jbrj.gov.br/jabot/listaBrasil/ConsultaPublicaUC/BemVindoConsultaPublcaConsu
Itar.do> Acesso em: 04 de abril de 2013).

Figura 2: Distribuicdo geografica de C. brasiliensis no Brasil. Em verde, regido Norte; em laranja,
regido Nordeste; em amarelo, regido Centro-Oeste; em vermelho, regido Sudeste.

Fonte: www.floradobrasil.jbrj.gov.br


http://www.floradobrasil.jbrj.gov.br/

A lectina extraida das sementes de C. brasiliensis, ConBr, caracteriza-se por se ligar a
D-glucose/D-manose (SILVA et al., 2009) e sua atividade biologica tem sido investigada em
diversos modelos experimentais (CAVADA et al., 2001; SILVA et al., 2009) tais como
ferramenta biotecnoldgica na estimulacdo do crescimento do Rhizobium tropici, fungo que
estabelece relacdo simbidtica com leguminosas (VASCONCELOS et al., 2012), proliferacdo
de ceélulas do sistema imunologico e citocinas em ratos (SILVA et al., 2011), indugdo de
apoptose celular (BARBOSA et al., 2001) e do processo cicatrial através da producdo de

proteases com atividade colagenolitica (SILVA et al., 2009), entre outras.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Purificar e caracterizar uma nova lectina ConBr do extrato de sementes de C.

brasiliensis.

2.2 ESPECIFICOS

e Realizar screening da presenca de lectinas atraves de ensaios de atividade hemaglutinante
em extratos de sementes;

e Extrair as proteinas das sementes de C. brasiliensis com solucdes em diferentes valores
de pH e quantificar o seu teor nos extratos utilizando o método de Bradford,

e Determinar a especificidade da lectina por carboidratos por meio de testes de inibi¢do por
acucares simples e glicoproteinas;

e Isolar a lectina utilizando cromatografias de afinidade em matriz de sephadex G-50 e
quitina, e exclusdo molecular em sistema HPLC;

e Avaliar o grau de pureza e estimar o peso molecular aparente da lectina isolada através de
eletroforese em gel de poliacrilamida;

e Caracterizar fisico—quimicamente as lectinas ConBr e ConBr Il, quanto a sua estabilidade
frente a variagdes de temperatura e de pH, agentes desnaturantes, oxidantes, redutores e
quelantes;

e Investigar a atividade antibacteriana da nova lectina em cepas de Bacillus subtilis ATCC
0516, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 8027, P.
aeruginosa ATCC 25619, Staphilococcus aureus ATCC 6538 e S. aureus ATCC 25925;

e Estudar a toxicidade e a atividade antiinflamatoria da nova lectina em camundongos

através do modelo de peritonite induzida por carragenina;
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Bioquimica, Genética e
Radiobiologia (BioGeR-Lab), do Departamento de Biologia Molecular (DBM), Centro de
Ciéncias Exatas e Naturais — CCEN, Universidade Federal da Paraiba (UFPB) — Campus I,

Jodo Pessoa — PB, e na Universidade de S&o Paulo (USP).
3.1 PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

No presente estudo foram utilizadas sementes da leguminosa C. brasiliensis,
popularmente conhecido como feijdo-bravo-do-Cearé, coletadas no campus | da UFPB, Jodo
Pessoa/PB. As sementes de C. brasiliensis foram trituradas em moinho elétrico do tipo
Willey, obtendo-se uma farinha fina que foi estocada em recipientes hermeticamente vedados

e utilizada nas analises posteriores.
3.2 EXTRACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS DA AMOSTRA

Para a extracdo das proteinas solUveis da farinha de sementes de C. brasiliensis, foram
testadas diferentes solugdes extratoras na proporcdo 1:10 (m/v): Tris-HCI 0,1 M a pH 7,4;
Glicina 0,1 M pH 2,6 e Glicina 0,1 M pH 9,0, ambos contendo NaCl 0,15 M; e NaCl 0,15 M;
submetidos a agitacdo constante, durante 3 horas, a temperatura de 37°C.

O extrato obtido foi centrifugado a 5.000 x g a 4 °C por 30 minutos e o precipitado,
descartado. O sobrenadante, denominado extrato, foi filtrado em papel-filtro e utilizado para

analises posteriores (Figuras 3 e 4).

Figura 3 — Fluxograma representativo das analises realizadas no extrato de C. brasiliensis.
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Figura 4 — Fluxograma representativo das andlises realizadas com as lectinas do extrato de sementes
de C. brasiliensis.
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3.3 COLETA DE SANGUE

Para a obtencdo do sangue utilizado nos ensaios de identificacdo e caracterizagdo das
proteinas foram utilizados coelhos adultos, albinos machos provenientes do Biotério Prof.
Thomas George do Centro de Biotecnologia (CBioTec) da UFPB. Os procedimentos foram
analisados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFPB (Certiddo/CEPA
n° 0309/12).

O sangue foi obtido por seccdo da veia marginal da orelha dos coelhos, em condicdes

de completa assepsia, seguindo os cuidados e a metodologia descrita por Dunbar (1987).

3.4 PREPARO DE ERITROCITOS

Todas as amostras de sangue coletadas dos coelhos sobre solucdo de EDTA a 8%
foram diluidas em NaCl 0,15 M e centrifugadas a 2000 x g por cinco minutos. O sobrenadante
foi desprezado e o precipitado resuspenso em NaCl 0,15 M para nova centrifugagdo. O
procedimento foi realizado em um total de cinco vezes sendo que, da Ultima suspensdo de
eritrocitos, uma aliquota de 300 pL foi retirada para a determinacdo do percentual dos

eritrocitos — 3% (v/v).
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3.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

A atividade hemaglutinante dos diferentes extratos proteicos obtidos com as diferentes
solugGes foi determinada por meio de dilui¢es duplo-seriada com NaCl 0,15 M onde, a cada
100 uL de cada diluicdo, foi adicionado igual volume de uma suspensdo de hemacias nativas
de coelho a 3% em NaCl 0,15 M. Os tubos com as dilui¢cdes foram incubados em estufa a 37
°C durante 20 minutos.

A presenca da atividade hemaglutinante foi determinada macroscopicamente sendo 0s
resultados calculados como sendo o inverso do titulo da maior diluicdo na base 2 que
apresentou nitida aglutinacdo e da atividade especifica da lectina obtida pelo célculo da
UH/mgP.

3.6 DETERMINACAO DO TEOR DE PROTEINAS SOLUVEIS

O teor de proteinas sollveis presentes nos extratos da farinha de sementes de C.
brasiliensis foi determinado segundo o método descrito por Bradford (1976) onde a cada 100
uL de amostra em diferentes concentrac¢des diluida em diferentes concentragdes de NaCl 0,15
M, foram adicionados 2,5 mL de reagente de BRADFORD. Aps6s a homogeneizacdo e
repouso por 10 minutos, a leitura foi feita a 595 nm em espectrofotémetro. Como padrdo,

utilizou-se uma curva de BSA — Soro albumina bovina.

3.7 ESPECIFICIDADE POR AGUCARES E GLICOPROTEINAS

A especificidade da lectina por agucares e glicoproteinas foi determinada segundo
descrito por Ramos et al., (1999) onde a cada 25 puL de uma solugdo de NaCl 0,15 M, foi
adicionado igual volume de uma solucdo de acucar e desta solucdo foram realizadas diluicGes
seriadas. Nas diluicdes do glicano foram adicionados 25 uL da amostra de proteina e a
mistura incubada a 37 °C por 30 minutos. Apds esse tempo, foram adicionados 50 pL de uma
suspensdo de hemacias a 3%, e a mistura, novamente, incubada a 37 °C por 20 minutos. Os
acucares utilizados foram manose, frutose, maltose, glicose, xilose, sorbose, N-
acetilglicosamisa, sacarose e as glicoproteinas carragenina e mucina. A presenca de atividade

hemaglutinante foi determinada macroscopicamente.
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3.8 ISOLAMENTO DA LECTINA

Para o isolamento da lectina foram utilizadas cromatografias de afinidade - matriz
Sephadex G-50 e matriz de quitina, e cromatografia de exclusdo molecular em sistema HPLC.

O extrato proteico obtido a partir da farinha das sementes de C. brasiliensis foi
submetido a coluna cromatografica de afinidade matriz Sephadex G-50 (40 cm x 2 cm). No
processo, a coluna foi equilibrada com NaCl 0,15 M contendo CaCl, e MnCl, a5 mM de
acordo com Cavada, (1990) e um volume aplicado de 74 mL, deixado em refluxo por 17
horas. Apds a eluicdo do pico ndo retido com o tampdo de equilibrio da coluna, os picos
retidos foram eluidos com glicina 0,1 M - pH 2,6 e glicina 0,1 M - pH 9,0, ambos com NacCl
0,15 M.

O pico nédo retido na matriz Sephadex G-50, 150 mL, foi submetido a coluna
cromatografica de afinidade em matriz de quitina - polimero natural de N-acetilglicosamina-
GIcNACc (23 cm x 3,6 cm), equilibrada com NaCl 0,15 M. A amostra foi colocada em refluxo
por 17 horas. O pico ndo retido foi eluido com a mesma solucéo de equilibrio da coluna e o
pico retido, com glicina 0,1 M com NaCl 0,15 M - pH 2,6. As fracbes eluidas que
apresentaram atividade hemaglutinante foram dialisadas contra agua destilada e liofilizadas.

O pico retido na cromatografia por afinidade em matriz de quitina foi submetido a
cromatografia de exclusdo molecular em coluna Sephacryl S-200 HR (26 mm x 600 mm) de
320 mL acoplada ao HPLC. No procedimento, 40 mg da amostra foi solubilizada em 800 pL
da solugdo de fosfato de sddio bibasico 0,05 M com NaCl 0,15 M, pH 7,2, tampédo de
equilibrio da coluna e de eluicdo dos picos, e passada através de filtro de membrana
polietersulfonica (PES), com poros de 0,22 um. O volume de 500 pL da amostra foi aplicado
ao looping da coluna e a eluigdo dos picos foi feita sob fluxo constante de 1,3 mL/min.

Todas as trocas de solugdes em todos os procedimentos respeitaram a obtengdo da

absorbancia abaixo de 0,050, medidas a 280 nm.

3.9 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENCA DE SDS E B-
MERCAPTOETANOL

Para determinar o grau de pureza e estimar o peso molecular da proteina isolada, o
extrato total e as amostras dos picos ativos, obtidas através das cromatografias de afinidade
em matriz de Sephadex G-50 e quitina, e exclusdo molecular em sistema HPLC, foram

submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS e B-mercaptoetanol.
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O procedimento foi realizado através da técnica descrita por Laemmli (1970). O gel de
concentracao foi preparado na concentracdo de 3,5% de poliacrilamida em tampéo Tris-HCI
0,5 M, pH 6,8 e SDS a 1%, e o gel de separacdao em tampéo Tris-HCI 3 M, pH 8,8 e SDS a
1%. As amostras, dissolvidas em tampéo Tris-HCI 0,625 M, pH 6,7, contendo SDS a 2%,
glicerol a 10% e B-mercaptoetanol 5%, foram aquecidas em estufa a 100 °C durante 10
minutos, centrifugadas por 5 minutos e em seguida adicionados 300 uL de azul de
bromofenol 0,02%. Aliquotas de 7,5 puL foram aplicadas nos pocos do gel de concentragao e
as corridas ocorreram sob amperagem constante (25 mA). O tampao de corrida, com pH 8,3,
foi preparado com glicina 0,2 M; tris 0,025 M e SDS 10%.

Ao final das corridas, o gel foi corado com Coomassie brilliant blue R-250 a 0,005%.
A remocdo do excesso de corante foi realizada com o auxilio de uma solucdo descorante de
metanol, acido acético e dgua destilada (1:3, 5:8, v/V/v).

Os marcadores proteicos utilizados foram fosforilase b (97 kDa), BSA (45 kDa),
ovoalbumina (66 kDa), anidrase carbénica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa) e
a- lactoalbumina (14,4 kDa).

3.10 CARACTERIZACAO FiSICO — QUIMICA

3.10.1 Presenca de carboidratos

Os glicidios soltuveis foram determinados através do método colorimetro fenol-acido
sulfarico, usando glicose como padrdo (DUBOIS, 1956). O ensaio consistiu em diferentes
dilui¢bes das amostras protéicas de ConBr Il ou da solucdo padrdo. Aliquotas de 500 pL das
diluigdes do extrato total liofilizado e das amostras proteicas foram retiradas e acrescentadas
500 pL de fenol 5% e 2,5 mL de acido sulfurico concentrado. Depois do resfriamento do
sistema, ja que a reacao é exotérmica, a leitura foi realizada em espectrofotémetro a 490 nm.

Como padréo, utilizaram-se solugdes com diferentes concentracGes de glicose.
3.10.2 Teste de termoestabilidade
A estabilidade das lectinas ConBr e ConBr Il frente a diferentes temperaturas foi

determinada pela atividade hemaglutinante, por dilui¢do seriada, usando eritrdcitos de coelho

a 3%. Previamente a diluicdo, as amostras foram submetidas a acdo do calor nas temperaturas
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de 40 a 100°C em termociclador, durante 10 minutos. A presenca da atividade hemaglutinante

foi verificada macroscopicamente.

3.10.3 Efeito do pH

A estabilidade das lectinas ConBr e ConBr Il frente a diferentes valores de pH foi
determinada pela atividade hemaglutinante, por diluicdo seriada, usando eritrdcitos de coelho
a 3%. As proteinas foram diluidas em solu¢do tampédo Tris 0,02 M, com diferentes valores de
pH e depois foi realizada a diluicdo seriada com o0 mesmo tampéo. A presenca da atividade

hemaglutinante foi verificada macroscopicamente.

3.10.4 Efeito dos agentes desnaturantes

ConBr e ConBr Il foram diluidas em NaCl 0,15 M contendo ureia a 4 e 8 M
incubadas por 30 minutos, na proporg¢do de 1 mg/mL. Apds a incubacéo, a atividade da lectina
foi avaliada através de diluicdo duplo-seriada com eritrdcitos de coelhos a 3%. A presenca da
atividade hemaglutinante foi verificada macroscopicamente. O branco positivo das amostras

foi realizado utilizando eritrdcitos a 3% e as lectinas.

3.10.5 Efeito dos agentes redutores

As proteinas foram diluidas em NaCl 0,15 M contendo B-mercaptoetanol a 5 e 20
mM, na proporcao de 1 mg/mL e incubadas por 30 minutos, na propor¢do de 1 mg/mL. Apos
a incubacdo, a atividade da lectina foi avaliada através de diluicdo duplo-seriada com
eritrocitos de coelhos a 3% e o branco positivo das amostras foi realizado utilizando
eritrocitos a 3% e a lectinas.

3.10.6 Efeito dos agentes oxidantes

Para o teste da resisténcia a agentes oxidantes foi utilizado o metaperiodato de sodio
(NalO4) 10 mM - em tampédo acetato de sédio 10 mM, pH 5,5. As lectinas, na proporcéo de
1 mg/mL, foram diluidas em metaperiodato de sédio 10 mM e em seguida, incubadas em
ambiente desprovido de luz por 10 minutos. Logo ap6s, cada amostra foi dialisada contra

NaCl 0,15 M durante 16 horas. Decorrido esse tempo, realizou-se 0 ensaio de
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hemaglutinacdo. A presenca da atividade hemaglutinante foi verificada macroscopicamente.

O branco positivo das amostras foi realizado utilizando eritrocitos a 3% e as lectinas.

3.10.7 Efeito dos agentes quelantes e cations divalentes

A dependéncia de cations divalentes sobre a atividade lectinica foi determinada apenas
em ConBr I, através da atividade hemaglutinante usando EDTA como agente quelante. A
lectina foi diluida em EDTA 250 mM em NaCl 0,15 M, na concentracdo de 1 mg/mL e
incubada por 30 minutos. Apos esse periodo, foi adicionado cloreto de calcio, cloreto de
manganés e cloreto de magnésio, na concentragdo final de 40 mM, com nova incubacéo de 30
minutos. As amostras assim tratadas foram diluidas serialmente em NaCl 0,15 M quando
eritrocitos foram acrescentados.

A presenca da atividade hemaglutinante foi verificada macroscopicamente e o branco

positivo da amostra foi realizado utilizando eritrocito a 3% e a lectina.
3.11 ATIVIDADE BIOLOGICA
3.11.1 Atividade antibacteriana

O potencial citotoxico para bactérias foi avaliado através da determinagdo da
concentragao inibitéria minima (CIM) pela técnica de microdiluicdo.

Para isso, diluicdes seriadas a metade de uma solucdo da nova lectina isolada de C.
brasiliensis (1024 pg — 1 pg) foram adicionadas a uma suspensdo de bactérias (1x107
UFC/mL). As linhagens bacterianas, oriundas da ATCC — American Type Culture Collection,
utilizadas foram: Bacillus subtilis ATCC 0516, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 8027, P. aeruginosa ATCC 25619, Staphilococcus aureus ATCC 6538 e
S. aureus ATCC 25925, em meio luria-bertani (LB) e em seguida incubadas a 37 °C por 24h.
Foi considerada como CIM a menor concentragdo da solugdo de lectina que inibiu
completamente o crescimento bacteriano (DAVIENNE; RADDI, 2002).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e expressos como a media mais

ou menos o erro padrdo da média.
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3.11.2 Atividade anti-inflamatoria

3.11.2.1 Animais de experimentacao

Nos ensaios da atividade anti-inflamatéria foram usados dois grupos de camundongos
(n=6) suicos e machos (Mus musculus, com massa corporal entre 25 e 35 g). Para isso, 0S
animais foram mantidos em quarentena nos dias que antecederam o experimento e depois,
levados ao laboratério para um periodo de adaptacdo de pelo menos uma hora antes dos
testes. Os camundongos foram mantidos com agua e alimentos - ad libitum e sob condicdes
adequadas de luz e temperatura. Os testes foram realizados no periodo entre as 7 e 16 horas a
20+ 3 °C.

Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
USP, sob N° 183-2011.

3.11.2.2 Avaliacdo da toxicidade apds tratamento com ConBr Il

Para avaliacdo de possiveis efeitos toxicos da lectina, foram utilizados dois grupos
experimentais de camundongos, cada um composto por 6 animais. Um grupo recebeu uma
solucdo de lectina (1mg/kg) diluida em solucdo salina durante quatorze dias por via e.v.,
obedecendo uma posologia de tomada diaria unica. O outro, recebeu a mesma quantidade de
solucdo salina pela mesma via e posologia.

Ap0s os quatorze dias, os animais foram pesados e sua massa corporal comparada com
a massa anterior (antes do tratamento) e o resultado sendo expresso como variagdo de massa
corporea antes e ap0s 0s tratamentos. Em seguida, foi coletado sangue dos animais de ambos
o0s grupos pelo plexo orbital para avaliacdo do leucograma e dosagens bioquimicas, sendo
estes entdo sacrificados, e seus orgaos (figado, coracdo, rim) removidos ainda Umidos e
pesados. O peso de cada 6rgdo foi expresso por cada 20 g de massa corporal e comparado ao
grupo controle. O estémago dos animais foi também removido para avaliacdo macroscépica
da possivel presenca de Glceras (SANTUCCI et al., 1994).

Na avaliacdo do leucograma, uma gota de sangue foi colocada sobre Iaminas para a
confeccdo de esfregacos, corados pelo método da hematoxilina-eosina (HE), e destinados a
contagem diferencial das células em microscopio 6ptico, utilizando a objetiva de imersdo

(aumento de 100 vezes). A contagem total foi feita de acordo com o método de Souza &
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Ferreira (1985). Apds este procedimento, obteve-se entdo o nimero de células x 10% mL de
sangue.

O restante da amostra de sangue foi centrifugado, e o plasma removido para realizacao
das dosagens bioquimicas de ureia e creatinina como indicador de funcéo renal e avaliacdo da
atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT),

como indicadores da fungao hepatica.

3.11.2.3 Verificacdo da atividade antiinflamatéria por meio da migracdo de neutréfilos e da

permeabilidade vascular

Nesse teste, 0s camundongos receberam carragenina (Cg; 500 pg/cav.) dissolvida em
0,5 mL de salina estéril por via intraperitoneal (i.p.). A lectina de C. brasiliensis (ConBr 1),
na concentracdo de 1 mg/Kg, foi administrada por via endovenosa (e.v.) em 0,1 mL de salina,
15 minutos antes da injecdo da Cg. Como controle negativo, foram utilizados camundongos
que receberam salina esteril e.v.

A migracao de neutrofilos foi avaliada apds 4 horas da injecdo de Cg. Para tanto, 0s
animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida, as células presentes na
cavidade peritoneal foram coletadas por meio da lavagem do local injetando-se 3,0 mL de
salina contendo 5 Ul/mL de heparina. Os abdémens dos animais foram levemente
massageados, e através de uma incisdo, foram coletados os fluidos peritoneais.

A contagem total e diferencial dos leucdcitos foi realizada conforme metodologia
descrita por Souza e Ferreira (1985). Neste procedimento, 20 uL do fluido coletado de cada
animal foram diluidos em 380 uL do reagente de Turk e posteriormente usados para a
contagem total de leucécitos em cAmara de Neubauer. A contagem diferencial das células foi
realizada por meio de esfregacos corados em laminas, para tanto, 50 uL do exsudato foram
centrifugados em citocentrifuga a 400 x g, durante 10 minutos. ApGs este processo, 0S
esfregagcos foram corados pelo método da hematoxilina-eosina (HE) e as células contadas
através de microscopio optico, sendo os resultados expressos como a média + erro padrdo
médio (E.P.M.) do nimero de células x 10%/mL de fluido peritoneal.

Para a avaliacdo da permeabilidade vascular, os camundongos receberam a lectina
ConBr Il na dose de 1 mg/Kg e.v., 15 minutos antes da administragdo do estimulo Cg (500
pg/cav.). O grupo controle recebeu somente salina i.p. e uma hora antes do sacrificio, 0s

animais receberam azul de Evans (50 mg/kg) pelo plexo ocular (THURSTON et al., 1999). Os
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animais foram sacrificados por deslocamento cervical trés horas ap6s a administracdo de Cg e
em seguida, o fluido presente na cavidade peritoneal foi coletado através da lavagem desta
injetando-se 3,0 mL de salina contendo 5 Ul/mL de heparina. Os abddémens dos animais
foram levemente massageados, e através de uma incisdo, foram coletados cerca de 1,0 mL de
fluido peritoneal. A quantificacdo do azul de Evans extravasado para a cavidade peritoneal foi
realizada por espectrofotometria a um comprimento de onda de 610 nm. Os dados obtidos em
absorbancia foram convertidos em pg de azul de Evans por meio de regressdo linear baseado
em uma curva padrdo de azul de Evans. Os resultados foram calculados em pg de azul de

Evans/mL de fluido peritoneal e expressos como média + EMP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE E TEOR DE PROTEINAS SOLUVEIS DO
EXTRATO DE SEMENTES DE C. brasiliensis

O extrato das sementes de C. brasiliensis foi obtido com diferentes solucdes extratoras
por meio de agitacdo magnética durante 3 horas e apresentou atividade hemaglutinante
quando testado contra eritrdcitos de coelhos ndo tratados com enzimas proteoliticas.

As sementes de C. brasiliensis mostraram alto conteldo proteico, propriedade
caracteristica das leguminosas (MOREIRA et al., 1996) que varia entre as diferentes espécies
da familia Diocleineae.

O maior teor de proteinas solUveis por grama de farinha 107,19 mgP/gF foi obtido
com NaCl 0,15 M com atividade especifica de 762,25 UH/ mgP. A quantidade de proteinas
soluveis por grama de farinha extraidas com glicina 0,1 M- pH 2,6 com NaCl 0,15M - 36,6
mgP/gF se aproxima do que foi descrito por MOREIRA et al, 1993 para C. brasiliensis -
34.34 mgP/gF o que significa que esse tampdo extraiu mais proteinas totais do que o tampéo
glicina pH 9,0 - 0,1 M com NaCl 0,15 M, (19,20 mgP/gF) e o Tris-HCL 0,1 M com NacCl
0,15 M pH 7,4 (12,20 mgP/gF) porém o melhor teor de lectina ficou evidenciado quando a
extracdo foi realizada com Tris-HCL 0,1 M com NaCl 0,15 M - pH 7,4 o que pode ser
confirmado pelo valor da atividade especifica de 107436,06 UH/ mgP.

4.2 ISOLAMENTO DA LECTINA DE SEMENTES DE C. brasiliensis

O extrato da farinha de sementes de C. brasiliensis obtido da extragdo com NaCl 0,15
M foi submetido a cromatografia de afinidade em Sephadex G-50 apresentando um pico ndo
retido (P1) e um pico retido (PIl) com atividades especificas para eritrocitos de coelhos a 3%.
de 179,38 e 8104,10 UH/mgP respectivamente (Figura 3A). O PI foi recromatografado em
coluna de quitina onde apresentou um pico nao retido (PI) e um retido (PIl) no qual a
atividade especifica foi de 248,32 UH/mgP e apresentou atividade hemaglutinante frente a
hemécias de coelho a 3% (Figura 3B), que apos dialise e liofilizacdo, foi submetido a
cromatografia de exclusdo molecular onde apresentou um perfil cromatografico com trés
distintos pesos moleculares (Figura 4) no qual apenas um, com atividade especifica de 236,69
UH/mgP, apresentou atividade hemaglutinante. A cromatografia por exclusdo molecular tem

sido constantemente utilizada na purificacdo de lectinas vegetais, principalmente em etapas
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intermedi&rias do processo, como no isolamento da Curcina, uma lectina toxica das sementes
de Jatropha curcas (LIN et al., 2010), na purificacdo de uma lectina manose-especifica das
sementes de Treculia africana (ADENIRAN et al., 2009) e no isolamento de uma lectina
antifungica presente nas sementes egipcias de Pisum sativum (SITOHY etal., 2007).

O extrato das sementes de C. brasiliensis, obtido a partir da agitacdo da farinha com
NaCl 0,15 M, e os picos ativos obtidos através das cromatografias por afinidade em matriz
Sephadex G-50 e quitina; e por exclusdao molecular em sistema HPLC foram submetidos a
eletroforese SDS-PAGE para observacao do perfil proteico das proteinas em questao.

A lectina ConBr, apresenta trés subunidades com 30, 16 e 12 kDa (GRANGEIRO et
al., 1997) assim como a de Dioclea lasiocarpia (NASCIMENTO et al., 2012), D.virgata e a
lectina P4 de D. sericia (SIERRA; PEREZ, 1999) que também apresentam trés subunidades e
diferencia da nova lectina isolada, denominada ConBr 11, a qual apresenta duas subunidades

com pesos estimados em 45 e 25 kDa (Figura 3C).

Figura 5 - Em A: perfil da cromatografia de afinidade do extrato bruto das sementes de C. brasiliensis
em matriz sephadex G-50 (40 cm x 2 ¢cm). Foram eluidas fracfes de 10 mL, monitoradas em 280 nm.
PIl — Pico ativo; Em B: perfil da cromatografia de afinidade - Pl sephadex em matriz de quitina (23
cm x 3,6 cm). Foram eluidas fragcbes de 10 mL, monitoradas em 280nm. PIl — Pico ativo. Em C:
eletroforese  SDS-PAGE. A-Marcadores moleculares; B: Extrato liofilizado (7,5uL); C: PI
cromatografia por afinidade matriz sephadex G-50 (7,5uL); D: PIl cromatografia por afinidade matriz
sephadex G-100 — ConBr (7,5uL); E: P1l cromatografia por afinidade matriz de quitina (7,5uL); F: Pl
cromatografia por exclusdo molecular em sistema HPLC - ConBr Il (7,5uL); G: PI liofilizado da
cromatografia por exclusdo molecular em sistema HPLC - ConBr 11 (7,5uL);
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Figura 6 - Padrdo cromatografico da coluna de exclusdo molecular. A coluna foi equilibrada com
Tris-HCI 0,025 M pH 7,6 e eluida em modo gradiente com Tris-HCI 0,025 M pH 7,6 com NaCl 0,15
M. Frag0es de 6 mL foram coletadas e monitoradas em 280 nm.
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4.3 ESPECIFICIDADE A CARBOIDRATOS E GLICOPROTEINAS

O ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante da lectina de ConBr Il, proveniente
da coluna de quitina, por aglcares e glicoproteinas mostra que somente 0s aglicares manose,
frutose e maltose foram capazes de inibir a atividade hemaglutinante da lectina com CIM de
6,25, 12,5 e 12,5 mM respectivamente, diferindo de ConBr a qual é inibida por glicose e
manose assim como outras da mesma tribo tais como D. grandiflora (MOREIRA et al;.
1983), Canavalia dictyota (MONTEIRO et al., 1998), Dioclea violacea (MOREIRA et al.,
1996) e D. virgata (CAVADA et al., 1996).

Lectinas tipo-2 de C. ensiformis e D. grandiflora, inibidas por lactose, melezitose e
sacarose também exibiram diferencas na especificidade por carboidratos em relagdo as do
tipo-1, especificas para glicose e manose (MELGAREJO et al., 2005). Dioclea sericia
também apresenta duas lectinas, P2 e P4 onde a primeira € inibida por lactose, melibiose e

sacarose, e a segunda por glicose e manose (SIERRA; PEREZ, 1999).
4.4 NATUREZA GLICOPROTEICA
As lectinas podem apresentar glicidios associados a sua estrutura sendo exemplos a de

Zea mays L. (MARTINEZ-CRUZ, 2001), C. fairchildiana R. A. HOWARD (LEITE et al.,
2012) e a de Canavalia gladiata (LAIJA et al., 2010).
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A lectina de C. brasiliensis (ConBr Il) foi investigada quanto a presenca de
carboidratos em sua constituicdo e o teor de carboidrato ligado a proteina foi quantificado
pelo método colorimetrico do fenol-sulfurico (DUBOIS, 1956) que demonstrou um valor de
47 ug de carboidrato, indicando que a mesma € uma glicoproteina. Resultados semelhantes
foram encontrados para DGL Il e CEL Il — lectinas tipo 2 de D. grandiflora e C. ensiformis
respectivamente (MELGAREJO et al., 2005) e para as lectinas de D. sericia (SIERRA,;
PEREZ, 1999) e de D. lehmani, onde nessa Gltima as duas proteinas apontaram carboidratos,
sendo o contetdo de carboidratos em DLL-II maior do que em DLL-I (PEREZ, 1997). Os
resultados em ConBr Il diferem dos encontrados para a ConBr, ja descrita como lectina ndo —
glicosilada, e de outras lectinas tipo 1 da tribo Diocleinae como por exemplo a de D. violacea
(MOREIRA et al., 1996) e D. virgata (CAVADA et al., 1996). Lectinas isoladas de Bauhinia
Monandra (SOUZA et al., 2011) e de Luetzelburgia auriculata (OLIVEIRA et al., 2002)

também sdo classificadas como glicoproteinas.

4.5 EFEITO DA TEMPERATURA

A temperatura € um dos fatores importantes para a manutencéo da integridade proteica e
da sua atividade, pois a variacdo da temperatura afeta 0 comportamento das proteinas. Com
relacdo as lectinas vegetais, foi descrito que algumas sdo mais resistentes e outras mais
sensiveis as variacOes de temperatura.

As lectinas de C. brasiliensis (ConBr e ConBr 1l) se mostraram resistentes a acdo
térmica perdendo sua atividade total a partir do tratamento a 90 °C durante 10 minutos. Nas
temperaturas de 40 a 70 °C, ConBr teve sua atividade reduzida em cerca de 50% porém
ConBr 1l se mostrou mais estavel nesse intervalo. A 80 °C a reducéo das atividades foi mais
abrupta para as duas lectinas sendo essa totalmente suprimida a 90 °C e 100 °C (Figura 6).

A resisténcia térmica foi relatada também para a lectina heveina, de H. brasiliensis, que
permaneceu ativa inibindo o crescimento de fungos mesmo depois de aquecida a 90 °C por 10
minutos (CARNEIRO & HALLA, 2011; NEUMANN et al., 2004); e para a de D. violacea a
qual foi relativamente resistente permanecendo com 50% de sua atividade depois de aquecida
durante 7,5 mina 60 °C e 5 mina 80 °C (MOREIRA et al., 1996).

Ja lectina isolada de Capsicum annuum se mostrou mais instavel as variacGes de

temperatura tendo sua atividade diminuida a partir de 40 °C. (KUKU et al., 2009).
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Figura 7 - Efeito da temperatura sobre a atividade especifica das lectinas de sementes de C.
brasiliensis (ConBr e ConBr II).
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4.6 EFEITO DO pH

As proteinas possuem um pH 6timo de atuagdo no qual sua atividade € maxima e em
pH acima ou abaixo do pH 6timo a atividade proteica é reduzida e no caso de pH extremos,
até mesmo nula. Variagbes de pH modificam a carga liquida das proteinas provocando
repulsdo eletrostatica e rompimento de ligacbes de hidrogénio que estabilizam a estrutura
proteica levando assim a sua desnaturacao e perda da sua atividade bioldgica.

Para muitas proteinas o pH atua como fator limitante da sua atividade. Com o intuito
de verificar a estabilidade das lectinas de sementes de C. brasiliensis, tanto ConBr como
ConBr 1l tiveram suas atividades hemaglutinantes testadas frente a variagbes do pH e
demonstraram ter sua atividade afetada pelo pH do meio no qual foram inseridas.

Os graficos da resisténcia ao pH (do 2,0 ao 13,0), apresentados na Figura 7, aliados
aos resultados de atividade especifica e dosagem de proteina solGvel pelo método de
Bradford, (1956) permitem observar que ConBr e ConBr Il mostraram melhor solubilizacio
em pH mais basicos, na faixa de 8,0 a 13,0 com concentracdes de proteina que variaram de
0,592 a 0,890 mgP/mL e atividade especifica de 0 a 790 UH/mgP. Apresentaram baixa
solubilizacdo em pH mais acidos, na faixa de 2,0 ao 6,0 com concentracdes que variaram de
0,071 a 0,398 mgP/mL e atividade especifica de 0 a 889,47 UH/mgP, exceto para ConBr I,
com solubilizacdo 0,756 mgP/mL em pH 2,0 porém com atividade especifica de 10,57
UH/mgP. Em pH basicos, a atividade hemaglutinante das duas lectinas foi reduzida e em pH
13,0, a atividade de ConBr Il foi totalmente anulada. Em pH acidos, com exce¢do de ConBr Il
que em pH 5,0 ndo exibiu hemaglutinacdo, a atividade das duas proteinas foi maior quando
comparada aos pH basicos. A diminuicdo da atividade hemaglutinante pode ser resultante da

baixa solubilizacdo ou da reorganizacdo das subunidades das cadeias das lectinas.
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O pH também influencia na formacdo de dimeros e tetrameros das lectinas. Essa
variagdo foi evidenciada para as lectinas de sementes de D. virgata e D. rostrata onde formam
tetrameros em pH igual ou acima de 6,5 (CALVETE, 1999) e para ConBr que se apresenta na
forma de dimeros e tetrameros em pH 8,5, diferindo da ConA que é dimérica em pH 5,0 e
tetramérica em pH acima de 7,0 (GRANJEIRO et al., 1997).

A tendéncia para a diminuicdo da atividade hemaglutinante em lectinas vegetais é
comum em pH extremos e valores abaixo de 3,0 e acima de 10,0 normalmente interferem na
atividade hemaglutinante (ZANETTI, 2007) e varia entre as lectinas. Com relacdo a Talisia
esculenta, sua lectina mostrou ser resistente a variac@es de pH na faixa do 3,0 a0 9,0 (FREIRE
el al., 2002). A lectina de Arundo donax L. teve sua atividade reduzida apos ser exposta por
duas horas em pH abaixo de 3,0 e acima de 9,0 (ZANETTI, 2007) e a de C. annuum teve sua
atividade suprimida em pH 3,0 e 4,0 e diminuida nos pH 5,0; 10,0; 11,0 e 12,0.

A lectina de Setcreasea purpurea € capaz de promover aglutinacdo em valores de pH
extremos, sendo 100% de hemaglutinacdo vistos nos valores de pH 5,0 a 9,0 (YAO et al,,
2010). No entanto, a lectina do fungo Agrocybe cylindracea é bastante sensivel a valores

extremos de pH, mantendo-se funcional apenas entre 6,0 e 9,0 (CHAO et al., 2008).

Figura 8 - Efeito do pH sobre a atividade especifica das lectinas de sementes de C. brasiliensis
(ConBr e ConBr 1I).
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4.7 EFEITO DOS AGENTES DESNATURANTES

Como agente desnaturante, a ureia provoca o rompimento de interagdes hidrofobicas
que estabilizam as proteinas, mas ndo de ligacbes covalentes representando assim, um
tratamento brando para elas, podendo atuar também como agente para solubilizacdo de

proteinas ja que seu potencial desnaturante vai depender de sua concentracao.
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ConBr e ConBr Il foram submetidas a acdo do agente desnaturante ureia nas
concentracdes de 4 M e 8 M. Pode-se observar que, nas concentracdes de ureia testadas, as
lectinas apresentaram solubilizacdo melhor que no controle sendo de 0,3410 mgP/mL e
0,2660 mgP/mL para ConBr e ConBr Il, respectivamente, em ureia 4 M; em ureia 8 M, a
solubilizagdo foi de 0,4870 mgP/mL para ConBr e 0,3870 mgP/mL para ConBr Il. Em NaCl
0,15 M usado como controle a solubilizacdo foi de 0,2580 mgP/mL — ConBr, ¢ 0,17 mgP/mL
- ConBr II.

Porém, a atividade especifica de 1501,46 UH/mL para ConBr e 481,20 UH/mL para
ConBr Il em ureia 4 M mostrou reducao consideravel em relacdo ao controle NaCl 0,15 M,
15875,96 UH/mL (ConBr) e 752,94 UH/mL (ConBr I1). Na presenca de ureia 8 M, a reducéo
dessa atividade foi maior: 131,41 UH/mL para ConBr e 165,37 UH/mL para ConBr II.

Esses dados mostram que as lectinas sdo melhores solubilizadas na presenca de sais,
porém ocorre uma pequena mudanca na estrutura dessas proteinas evidenciada pela reducédo
da atividade especifica, apesar de que as concentracbes dos agentes ndo tenham sido
suficientes para ocasionar alteracéo total na estrutura proteica. Algumas lectinas apresentam
resisténcia a ureia até 8 M como é o caso da de sementes de Erythina indica e de Moringa
oleifera, que ndo perderam sua atividade hemaglutinante na presenca de ureia 8 M durante
24h e 3 M respectivamente (DRESCH, 2008; KATRE et al., 2008). No entanto, a lectina de
Griffonia simplicifolia sofre desnaturagdo apds exposicdo a ureia 6 M (ZHU-SALZMAN et
al., 2002).

4.8 EFEITO DOS AGENTES REDUTORES

O ensaio da resisténcia das lectinas frente ao agente redutor B-mercaptoetanol esta
demonstrado na Tabela 2. Sendo um agente redutor, o B-mercaptoetanol age como doador de
elétrons provocando a reducdo e dessa maneira, rompimento de quaisquer pontes dissulfeto
(S--S) que estabilizem a estrutura da proteina provocando assim, sua desnaturacdo e dessa
forma, perda de sua atividade.

Ja foi mostrado que a lectina | da esponja marinha Axinella corrugata teve sua
atividade hemaglutinante reduzida em 50% na presenca de beta-mercaptoetanol 2,5 mM e 5
mM (DRESCH, 2008).

Com relacéo as lectinas de C. brasiliensis, para ConBr foi verificado que a atividade
especifica diminuiu com acdo do beta-mercaptoetanol nas concentracdes de 5 e 20 mM sendo

a reducdo maior na presenca de concentracdo de 20 mM. Diferentemente, ConBr 1l teve sua
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atividade especifica aumentada pela agdo do beta-mercaptoetanol, sugerindo a presenca de

pontes dissulfeto na estrutura de ConBr e auséncia em ConBr 1.

Tabela 2 - Resisténcia das lectinas frente ao f-mercaptoetanol. As lectinas foram incubadas com beta-
mercaptoetanol a 5, 10 e 20 mM durante 30 min. O efeito do agente foi demonstrado através de
diluicdo duplo-seriada e os resultados, expressos com os valores da atividade especifica.

ConBr ConBr 11
Tratamento mgP/mL At|V|d,a_de mgP/mL At|V|d,a_de
Especifica Especifica
Controle — NaCl
2 1587 17 752,94
015 M 0,2580 5875,96 0,1700 52,9
p-mercaptoetanol 0,3410 9481,48 0,2660 1446,32
5mM
p-mercaptoetanol 0,2160 2426 54 0,1770 1113,04
20 mM

4.9 EFEITO DOS AGENTES OXIDANTES

O metaperiodato de sodio € um agente oxidante que pode interferir na atividade
biolégica de proteinas através de alteracdes irreversiveis em carboidratos (FERREIRA et al.,
2008) ao clivar ligacbes entre atomos de carbono adjacentes que contém grupos hidroxilas,
criando dois grupos aldeidos reativo, no caso de glicoproteinas ou através da oxidagdo dos
préprios aminoacidos da cadeia polipeptidica (CLAMP; HOUGH, 1966), o que pode levar a
perda da atividade bioldgica da proteina.

Na presenca do metaperiodato de sddio, foi possivel observar uma diminuicdo na
atividade hemaglutinante de ambas as lectinas com relacdo aos seus controles (15875,97
UH/mgP — ConBr e 752,94 UH/mgP — ConBr 1l) sendo que esse efeito foi maior em ConBr
do que em ConBr Il cujas atividades especificas foram de 8350,35 e 89,57 UH/mgP
respectivamente, na presenca do agente.

A ConBr é uma lectina ndo glicosilada e a reducdo de sua atividade hemaglutinante
pode ter ocorrido devido a interacdo entre 0 metaperiodato e 0s seus aminoacidos. Com
relacdo a ConBr I, a reducdo de sua atividade pode ter ocorrido pelo fato dela ser uma
glicoproteina e o metaperiodato de sodio ter reagido com carboidratos em sua estrutura ou
pode-se inferir que a porcdo glicidica da glicoproteina pode atuar na atividade hemaglutinante
promovendo melhor adequacao do sitio de ligacao da lectina ao carboidrato de membrana.

Estudos anteriores mostraram que o tratamento com metaperiodato de sédio das

lectinas de Belamyia bengalensis (BANERJEE et al., 2004) e de Macrophomina phaseolina



(BHOWAL et al., 2005) ocasionou significativa diminuicdo da atividade hemaglutinante
dessas lectinas, diferentemente da lectina Annona coriacea (COELHO, 2002) a qual nédo
sofreu interferéncia do agente em sua atividade.

Biroc e Etzler, (1978) relataram que ap6s tratamento da lectina de Dolichos biflorus
com periodato ocorreu destruicdo de 16% dos residuos de manose, porém a atividade

hemaglutinante da lectina permaneceu frente a eritrocitos tipo A.

410 EFEITO DE AGENTES QUELANTES E DE CATIONS DIVALENTES

Lectinas que dependem de ions metalicos para exercerem sua acdo sdo denominadas
metaloproteinas (MOREIRA, 1991) e eles sdo necessarios para promover a estabilidade do
sitio de ligacdo da proteina ao carboidrato especifico. O EDTA é um composto organico,
quelante, que forma complexos muito estdveis com diversos ions metalicos e que impede,
portanto, a ligacdo destes a proteina.

Os resultados na Tabela 3 e no grafico da Figura 8 mostram que apenas 0 magnésio
promoveu aumento da atividade hemaglutinante da lectina e a amostra Lectina + MgSO4
incubada com EDTA 250 mM teve sua atividade totalmente suprimida.

ConBr 1l na presenca do MnSO,4 e de CaCl, apresentou uma reducdo da atividade
hemaglutinante quando comparada ao controle. A atividade hemaglutinante foi
potencialmente reduzida quando a lectina e o CaCl, ou 0 MnSO, foram incubados com o
EDTA 250 mM. Porém, quando o MgSO, foi adicionado ocorreu uma potencializacdo da
atividade sendo essa superior ao controle. Essa mesma atividade foi suprimida quando o
EDTA 250 mM e o0 MgSO,4 40 mM foram incubados juntos, concluindo-se que o magnésio é
necessario para a sua estabilizacdo na interagdo com os carboidratos.

ConBr Il com CaCl, ou MnSQy, ao ser incubada com o0 EDTA 250 mM, teve retirados
parcialmente os fons Ca?* ou Mn®" mas também algum Mg®" que estabilizava sua estrutura
ocasionando assim diminuic&o alta da atividade nessas amostras ja que a quantidade do agente
quelante pode nao ter sido suficiente para a retirada de todos os ions.

Os resultados obtido diferem de ConBr a qual é uma metaloproteina dependente de
calcio e manganés para manutencéo de sua atividade (SANZ-APARICIO et al., 1997).

As lectinas de Kaempferia rotunda, de Nymphaea nouchali e de Erythrina speciosa
demonstraram ser glicoproteinas ion-dependentes para manter funcional o sitio de ligacdo a
carboidratos (KABIR et al., 2011, KONOZY et al., 2003). A lectina de Agrocybe cylindracea,

apresentou diminuicdo de sua atividade hemaglutinante apds tratamento com EDTA e ions
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Ca®*, Mn?*, Mg** e Zn?* (LI et al., 2008). ZHANG et al. (2010), isolaram uma lectina de
fungo do género Russula sp que mantém sua atividade na presenca de Ca®*, e a aglutinacéo de
eritrocitos se reduz na presenca de Mn®**. No estudo feito por Santos et al. (2009), foi
visualizado um aumento na atividade hemaglutinante da lectina de Moringa oleifera na

presenca de Ca”*, Mg** e K*,

Tabela 3 - Efeito do EDTA e de cations divalentes sobre ConBr 1l. A lectina foi incubada com EDTA
250 mM e os ions Ca®*, Mg*e Mn* a 40 mM . O efeito dos agentes foi demonstrado através de
diluicdo duplo-seriada e o resultado, com os valores da atividade especifica.

Tratamento mgP/mL Atividade Especifica
Controle - %T&?li/l” com NaCl 0.1748 732,10
ConBr 11 com Ca** 40 mM 0,047 323,23
ConBr Il com Mg* 40 mM 0,068 941,18
ConBr 11 com Mn*" 40 mM 0,030 271,19
ConBr Il com EDTA 250 mM 0,245 32,65
ConBr 11 g:oarzn+ Iig)'ln'],:\/IZSO mM e 0,079 25,32
ConBr Il EX?*EISLAM%O mM e 0,179 0
ConBr Il com EDTA250 mM e 0.180 2228
Mn?* 40 mM ’ ’

Figura 9 - Efeito do EDTA e de cétions divalentes sobre ConBr II. 1 - Controle; 2 - ConBr Il com
Ca*" 40 mM; 3 - ConBr 1l com Mg® 40 mM; 4 - ConBr Il com Mn? 40 mM; 5 - ConBr Il com EDTA
250 mM; 6 - ConBr Il com EDTA 250 mM e Ca** 40 mM; 7 - ConBr Il com EDTA 250 mM e Mg*
40 mM; 8 - ConBr 1l com EDTA 250 mM e Mn* 40 mM.
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411 ATIVIDADE BIOLOGICA
4.11.1 Atividade antibacteriana

Os experimentos realizados com ConBr 1l mostraram que ela ndo inibiu o crescimento
das bactérias testadas ja que, provavelmente, as linhagens ndo devem apresentar carboidratos
em suas capsulas, parede celular ou até mesmo nos flagelos que sejam especificos para a
lectina para permitir a ligacdo da mesma as células.

Muitos estudos tém sido realizados com lectinas de origem vegetal com relagéo a sua
acdo frente a diversos tipos de microrganismos e as analises veem demonstrando que essas
proteinas podem ser fortes agentes inibidores do crescimento de bactérias de importancia
clinica.

Lectinas de outras plantas ja demonstraram atividade contra as bactérias utilizadas no
estudo tais como a do cerne de Myracrodruon urundeuva - aroeira e a de sementes de
Eugenia uniflora — pitanga, que apresentaram atividade antimicrobiana contra B. subtilis e S.
aureus sendo que a da pitanga também teve atividade contra P. aeruginosa e E. coli (PAIVA
etal., 2010).

Gaidamashvili e Staden (2002) relataram agao antibacteriana em cinco lectinas-like de
plantas medicinais do sul da Africa, onde todas promoveram reducdo do crescimento das
bactérias S. aureus e B. subtilis. Oliveira et al., (2008) demonstraram que a lectina da semente
de Eugenia uniflora foi capaz de inibir o crescimento das bactérias S. aureus,

Streptococcus sp., B. subtilis, Klebsiella sp., P. aeruginosa, Corinebacterium bovis e E. coli.

4.11.2 Atividade antiinflamatéria

411.2.1 Efeito de ConBr 11 no Tratamento Subcrénico em Camundongos

A administracdo de ConBr Il (1 mg/Kg) em um esquema posologico de dose diéria
Unica durante quatorze dias consecutivos nao afetou de forma significativa a massa corporal
dos camundongos ou o peso Umido do figado, do rim e do coracgdo, os quais demonstraram
morfologia normal e auséncia de edema ao final do tratamento subcrénico com a lectina
(Tabela 4). A avaliagdo macroscopica do estbmago demonstrou uma mucosa intacta e sem

lesBes visiveis nos grupos avaliados.
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Tabela 4 - Efeito de ConBr Il sobre o peso corporal e o peso Uumido dos oOrgdos de
camundongos. O tratamento de ratos com ConBr Il ndo altera o peso corporal dos animais (n=6) e o
peso Umido de seus 6rgdos. A lectina foi injetada nos animais e.v., em dose Unica diaria durante 14
dias; apds o tratamento, os animais foram pesados, sacrificados e seus 6rgdos removidos e pesados
ainda Umidos.

Tratamento (0.1 mL)

Parametros salina ConBr II
Massa corporal antes (g) 26,77+2.4 272314
Massa corporal depois (g) 30,8912 29,65+45
Figado (g/20 g peso corporal) 0,967 £ 0.4 1,008 £ 0,7
Rim (g/20 g peso corporal) 0,188 £ 0,45 0,163 +£0,21
Coracdao (9/20 g peso corporal) 0,123 £ 0,07 0,144 0,10

Os valores de ureia e creatinina, usados como parametros para a avaliacdo da funcéo
renal indicaram um funcionamento normal dos rins ja que os mesmos ndo foram
significativamente diferentes do controle. Quando comparado com este grupo, a funcdo
hepética avaliada pela cinética das enzimas alanina amino transferase-ALT e aspartato amino
transferase-AST ndo foi alterada significativamente pelo tratamento com a lectina conforme
os resultados expressos na tabela 5. As enzimas ALT e AST séo liberadas no sangue em
grandes quantidades quando a membrana dos hepatdcitos esta danificada, resultando em

aumento da permeabilidade e assim, lesdo hepatica.

Tabela 5 - Avaliacdo da funcdo renal e hepética em camundongos através de parametros bioquimicos
apos o tratamento com ConBr Il. O tratamento de ratos com ConBr Il ndo altera os niveis de ureia,
creatinina, ALT e AST. A lectina foi injetada nos animais e.v., em dose Unica diéria durante 14 dias;
Apos o tratamento, os animais foram pesados, sacrificados e seus 6rgaos removidos e 0s parametros
bioguimicos mensurados.

Parametros Bioquimicos Tratamento (0.1 mL)

Salina ConBr 11
Ureia (mg/dl) 5122+1.4 4999+4.1
Creatinina (mg/dl) 0,315+ 0,14 0,298 £ 0,09
ALT (U/) 45,60 £ 3.2 50,21+1.9
AST (U/l) 86,33+3,1 74,22 £9.0

Com relacdo ao leucograma, o nimero de leucdcitos circulantes no sangue ndo foi
modificado significativamente pelo tratamento com a lectina (tabela 6) indicando que nao
houve efeito nos tecidos linfoides.

Resultados semelhantes foram obtidos para as lectinas isoladas de C. maritima
(FERNANDES, 2008), de C. boliviana (FIGUEIREDO et al., 2009) e da alga vermelha
Hypnea cervicornis (BITENCOURT, 2007) e assim como estas, ConBr Il ndo promoveu

alteracdo dos parametros sanguineos bem como nos 6rgaos dos animais.
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Tabela 6 - Leucograma dos camundongos apos tratamento com ConBr Il. O tratamento de ratos com
ConBr Il ndo altera o seu leucograma. A lectina foi injetada nos animais e.v., em dose Unica diaria
durante 14 dias; Apds o tratamento, os animais foram pesados, sacrificados e seus 6rgdos removidos e
0 leucograma mensurado.

Tratamento (0.1 mL)
Leucograma

Salina ConBr 11
Contagem Total 6,045+3.4 7,004+£19
Neutroéfilos 1577+19 1,344 +4.2

4.11.2.2 Influéncia de ConBr Il na Permeabilidade Vascular e Migracdo de Neutréfilos em

Camundongos

A injecdo endovenosa de ConBr Il (1 mg/Kg) na cavidade peritoneal dos
camundongos levou a uma reducdo da permeabilidade vascular induzida por carragenina,
avaliada pela quantificacdo de azul de Evans (50 mg/kg), demonstrado na figura 9.

A lectina também inibiu a migracdo dos neutréfilos apds 4 horas da sua administracao
em 24% na concentracao 0.1 mg/kg; 40% na concentracdo 1 mg/kg e 62% na concentragdo 10
mg/kg (Figura 10).

Figura 10 - Influéncia de ConBr Il na Permeabilidade Vascular em Camundongos. A lectina ConBr Il
reduz a permeabilidade vascular em camundongos. Os animais foram tratados e.v. com salina ou
ConBr 11 (1 mg/kg), 30 min. antes de Cg i.p. A permeabilidade vascular foi avaliada através da
quantificacdo de azul de Evans (50 mg/kg) no fluido peritoneal ap6s 3 horas da administracdo da Cg
ou salina. Os resultados expressos como média de mg de azul de Evans/mL + E.P.M. (n = 6) * indica

significancia estatistica (p < 0.05) comparado ao grupo salina e ** comparado ao grupo Cg (ANOVA,
teste de Bonferroni).

mgfAE/mL
+

Sal Cg ConBr II
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Figura 11 - Influéncia de ConBr Il na Migracdo de Neutrofilos. A lectina ConBr |1 inibe a migracéo
de neutrdfilos induzida por carragenina para a cavidade peritoneal de camundongos. Os animais foram
tratados e.v. com salina ou ConBr Il (0,1, 1 e 10 mg/kg) 15 min antes de receberem Cg i.p. (500
ug/cav). A migracdo neutrofilica (MN) foi avaliada 4h depois da administracdo de Cg. Os animais
controle negativo representam a MN induzida por salina i.p. Os valores sdo representados pela média
+ E.P.M. do n° de neutrofilos (n = 6). * indica significancia estatistica (p < 0.05) comparado ao grupo
salina **comparado ao grupo Cg (ANOVA, teste de Bonferroni).
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A carragenina é um polissacarideo sulfatado extraido de algas vermelhas que passou a
ser usado como agente flogistico, a partir da década de 60, em modelos experimentais devido
a sua habilidade de desencadear reacgéo inflamatéria aguda (CARVALHO, 2006).

Essa reacdo € caracterizada por edema e sensibilidade a estimulos térmicos e
mecénicos devido a acdo sequencial do sistema complemento e de varios mediadores
quimicos tais como histamina, 5-hidroxitriptamina, cininas e prostaglandinas (BORGES,
2010). No peritbnio, a carragenina induz a migracdo de neutréfilos (SOUSA et al., 1988)

O estudo evidenciou que ConBr Il possui efeito antiinflamatério quando testada no
modelo de peritonite. Como houve alteracdo na permeabilidade dos vasos, o seu efeito pode
estar relacionado com a sua ligacdo ao endotélio dos vasos, 0 que levou a reducdo da
permeabilidade e impediu a entrada dos neutrofilos no tecido. Também devemos considerar a
possibilidade de ligagdo da lectina com carboidratos na superficie dos neutrofilos, impedindo
sua adesdo ao endotélio.

A migracdo dos neutrdéfilos para tecidos lesados ou parasitados representa a segunda
linha de defesa do organismo. Atraidos por mediadores quimicos liberados pelos tecidos

danificados, eles chegam ao local atingido e se aderem ao endotélio dos capilares antes de se
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infiltrarem nos espacos teciduais. Essa aderéncia é especifica e mediada por proteinas de
membrana como as selectinas (BITENCOURT, 2010) e integrinas expressas na superficie das
membranas dos leucdcitos ou do endotélio onde desempenham um papel crucial na interacao
entre as células e os vasos (MANFRO et al., 2004).

Ao contrario dos dados obtidos para ConBr Il no presente trabalho, estudos ja
demonstraram que ConBr ndo exibiu atividade inibitoria sobre a migracdo de neutrofilos
(PIRES, 2007).

Atividade antiinflamatéria também foi observada para lectinas de Araucaria
angustifolia, a qual promoveu diminuicdo tanto do edema de pata, quanto da migracdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal, ambos induzidos por carragenina (SANTI-GADELHA
et al., 2006) e para as de Dioclea violacea, Dioclea guianensis e Cratylia floribunda, as quais
diminuem a migracdo de neutréfilos em 70, 63 e 62%, respectivamente (ASSREUY et al.,
1997). Outras lectinas tais como a de Annona coriacea (COELHO et al., 2006), Vatairea
macrocarpa (ALENCAR et al., 2003), Artocarpus incisa (BRANDO-LIMA et al., 2005),
Artocarpus integrifélia (TOLEDO et al., 2009) e a de D. rostrata (FIGUEIREDO et al., 2009)
possuem atividade pré-inflamatoria sendo capazes de recrutar neutrofilos para a cavidade
peritoneal de camundongos. Essa inducdo a migracdo de neutrdfilos ndo ocorre quando tais
lectinas sdo colocadas em contato com os carboidratos especificos as quais se ligam,
mostrando que a inducéo a inflamacéo ¢é provocada pelo sitio de ligagdo a carboidratos.

A busca de drogas de origem natural que tenham como alvo a interacdo leucdcito-
endotélio no tratamento de doencas inflamatérias agudas e crbnicas parece um campo
promissor para melhorar as terapias para desordens associadas com a inflamacio (PANES et
al., 1999).
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As sementes da leguminosa C. brasiliensis apresentam uma nova lectina, denominada
ConBr Il, formada por duas subunidades, glicosilada, dependente de Mg®* para
estabilizacdo de sua estrutura e especifica para manose, frutose e maltose;

As lectinas ConBr e ConBr Il solubilizam melhor em pH bésicos; foram sensiveis a
temperaturas acima de 70 °C por exposic¢do por 10 minutos, a ureia e ao metaperiodato de
sodio. A atividade especifica de ConBr foi reduzida na presenca de [B-mercaptoetanol e a
de ConBr Il, aumentada.

ConBr Il ndo apresenta atividade antibacteriana contra as cepas B. subtilis, E. coli, P.
aeruginosa e S. aureus. Tem efeito antiinflamatorio através da reducdo da permeabilidade
dos vasos sanguineos e da migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal dos
camundongos e ndo é toxica para 0S Mesmos.

O efeito antiinflamatério de ConBr Il mostra a possibilidade de seu uso no
desenvolvimento de novas drogas que possam ser utilizadas no tratamento do processo
inflamatorio.

O desafio agora € identificar outras atividades bioldgicas para esta proteina, realizar o seu
sequenciamento e estudar a sua estrutura tridimensional para que a partir dai seja possivel

entender o seu mecanismo de agao.
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