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1.Introdugao

A bioprospecgao de plantas silvestres da Amazénia em busca de medicamentos, moléculas de interesse
agricola e outros bioprodutos florestais ndo madeiraveis pode ajudar a resolver alguns dos desafios
prementes da humanidade, dentre eles destaca-se a descoberta de moléculas que inibam o crescimento
de fitopatdégenos (Fernandes et al., 2011). Nesse sentido, a familia botanica Fabaceae (Leguminoseae)
representa uma potencial fonte de pesquisa, por possuir uma elevada concentragdo de moléculas N —
derivadas, na qual se encontram as proteinas, que podem exercer processos de defesa contra fungos,
virus e bactérias (Pinto et al, 2005). Diversos estudos cientificos tem relacionado essa atividade
bioldgica pelas plantas a um grupo especial de proteinas, denominadas lectinas. Elas sdo ubiquas a
todos os seres vivos, porém sao mais comumente encontradas em sementes de leguminosas,
correspondendo de 2 a 10% do conteudo total de proteinas soluveis (Sharon, 1990; Rudiger e Gabius,
2001). As lectinas das leguminosas constituem uma classe de proteinas capazes de aglutinar diferentes
tipos de células, quando se ligam aos carboidratos que constituem o glicocalix da membrana celular de
animais, de acordo com o grau de afinidade que apresentam. O Unico pré - requisito para uma proteina
ou uma glicoproteina ser classificada como lectina, € que ela possua pelo menos um dominio ndo
catalitico, que se liga reversivelmente a mono ou polissacarideos especificos. (De Hoff et al., 2009;
Freitas et al., 2011). Uma das potenciais aplicacbes biotecnoldgicas para as lectinas € sua agado como
molécula natural contra fungos fitopatogénicos, como pode ser visto em diversos estudos, por exemplo, o
relato de Melo et al. (2005); a lectina (LAA) das sementes de Luetzelburgia auriculata, ligante a
D-galactose, conseguiu inibir o crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium solani e
Aspergillus niger, ao adiciona-la no meio de cultura. Considerando essas informagdes, esse projeto de
pesquisa teve como objetivo purificar e caracterizar a(s) lectina(s) de sementes de Swartzia laevicarpa,
popularmente conhecida como Saboarana, a fim de se obter uma molécula com potencial biotecnolégico
contra fungos fitopatogénicos, agregando valor a flora amazénica. E ainda, por meio dos resultados
obtidos, contribuir para o entendimento das relagbes evolutivas de lectinas, de espécies leguminosas
pertencentes a tribo Swartzieae, uma das tribos mais antigas da familia Fabaceae.

2.Material e Métodos

As sementes inteiras e maduras, obtidas da Estagao Experimental de Fruticultura Tropical (INPA) foram
trituradas em moinho analitico de facas até obtencdo de um material finamente pulverizado e,
homogeneizado em solugéo salina de NaCl 0,15 M. A suspensao 10% p/v foi mantida sob leve agitacao

durante 2 horas e centrifugada a 11.000 x g durante 20 minutos a 10 °C. O sobrenadante foi dialisado
contra agua destilada durante 48 horas e, liofilizado. Entdo, com o extrato protéico em méos, realizamos
o ensaio de atividade hemaglutinante (AHE), que consiste na pipetagem em placa de microtitulagdo de
aliquotas de 25 pL de NaCl 0,15 M, da amostra (5 mg/mL) e de eritrécitos 2 % v/v de diferentes animais
(rato e coelho). Para a purificagdo das lectinas foram utilizadas duas resinas cromatograficas distintas, a
primeira foi a de DEAE — Sepharose, na qual as moléculas sdo separadas por cargas elétricas, e sendo
eluidas em gradiente salino de NaCl. A segunda foi a resina de a - Lactose - Agarose, selecionando as
moléculas com afinidade a a — lactose, eluindo — as com glicina. Para a avaliagdo da estabilidade
térmica, amostras de proteinas purificadas (1 mg) foram dissolvidas em 1 mL de solugéo salina (NaCl
0,15 M) e aquecidas durante 60 minutos, a 35 °C, 50 °C, 65 °C, 80 °C, 95 °C e 99 °C durante 1 hora.
Aliquotas de 25 pL de cada tratamento acima ficaram em repouso a temperatura ambiente por uma hora
e a AHE das proteinas foi analisada. O perfil protéico do extrato e das fragdes cromatograficas foi obtido
pela eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS — PAGE). Para a visualizagdo de glicoproteinas, os géis
foram corados com o Reagente de Schiff (Sigma), apresentando, desta forma, uma cor purpura para as
bandas formadas por glicoproteinas. A determinagdo da massa molecular e a sequéncia N — terminal da
proteina purificada foi realizada por meio de espectrometria de massas por MALDI-TOF no
espectrometro Voyager DE PRO da PerSeptive Biosystems. Os espectros de massas dos peptideos
obtidos por MALDI-TOF foram analisados e a identificacdo dos peptideos por peptide mass fingerprinting
foi realizada utilizando o programa MS — FIT (httpa://prospector.ucsf.edu/ucsthtm13.2/msfit. htm) e os
bancos de dados mais recentemente atualizados do NCBI e Swiss — PROT.

3.Resultados e Discussao

Inicialmente, o extrato protéico das sementes de Swartzia laevicarpa apresentou hemolise para o sangue
de todos os animais testados, dificultando assim a visualizagdo da presenga ou auséncia de lectina(s) na
amostra, uma vez que para ocorrer a hemaglutinagao é necessaria a integridade dos eritrécitos. Por meio
de pesquisas literarias, conseguimos inferir que esse efeito hemolitico poderia ser devido a um grupo de
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biomoléculas em especial, as saponinas (Marqui et al., 2008). A fim de se fracionar o extrato protéico
obtido a partir das sementes de Swartzia laevicarpa, a amostra foi aplicada em uma coluna de troca
aniénica em resina de DEAE — Sepharose Fast Flow. Nessa cromatografia, obteve-se trés picos de
absorbancia, que foram dialisados, liofilizados e testados quanto a presenca da AHE. As fragdes que
correspondem ao Pl foram as unicas que apresentaram AHE com eritrécitos de coelho 2 % v/v. Desta
forma, realizou - se o ensaio de inibicdo da AHE, por meio do qual descobrimos que as lectinas das
sementes de S. laevicarpa possuem afinidade por D - galactose e a — lactose. A partir desses resultados
selecionamos uma coluna de afinidade para tentar isolar a provavel lectina(s). E com base no ensaio de
inibicdo da AHE, aplicamos 80 mL do extrato protéico de Swartzia laevicarpa 2,5 mg/mL numa coluna
contendo a resina a — Lactose — Agarose.
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Figura 1: Cromatografia de afinidade a- Lactose- Agarose do extrato protéico de Swartzia laevicarpa.

O perfil protéico do extrato e das fragdes que correspondem ao PLII, provenientes da cromatografia de
afinidade a — Lactose - Agarose foi obtido por SDS-PAGE 12,5% p/v em condigbes desnaturantes.
Indicando provavel purificagdo de lectina(s), visto a presenga de uma banda protéica de,
aproximadamente, 30 kDa, a qual corresponde a massa molecular caracteristica desse grupo de lectinas
de Leguminosas. Para avaliar se a(s) lectina(s) purificada(s) € composta de subunidades, as fragbes
correspondentes ao PLII foram aplicadas em SDS — PAGE sob duas condi¢des distintas: em condi¢des
redutoras (na presenga de R-mercaptoetanol) e em condigbes n&o-redutoras (na auséncia de
R-mercaptoetanol). Por meio da comparagédo do niumero de bandas contidas no SDS - PAGE, pode - se
inferir que a provavel lectina de sementes de S. laevicarpa possui uma Unica cadeia, uma vez que as
fragbes com R-mercaptoetanol, apresentou apenas uma uUnica banda protéica de 30 kDa. Outra forma de
caracterizagdo para as lectinas consiste em determinar a presenca de um carboidrato ligado
covalentemente a sua estrutura, a fim de classifica — las como glicoproteinas. Para tanto, aplicamos uma
aliquota do PLIl em um SDS-PAGE e posteriormente, fez — se a coloragdo com reagente de Schiff. A
partir destes testes, constatamos que a provavel lectina de Swartzia laevicarpa € uma glicoproteina pela
comparagdo com os resultados de outras duas proteinas, a Concanavalina A, uma lectina nao
glicosilada, e a Ribonuclease B, uma classica glicoproteina.

Para se verificar a estabilidade da proteina frente a variagbes de temperatura, a lectina de Swartzia
laevicarpa foi submetida a diferentes temperaturas e em seguida, observada a AHE. Houve diminuigao

do titulo hemaglutinante aos 95°C de 28 para 27 e aos 99°C de 27 para 21. Deste modo, podemos inferir
que a lectina de Swartzia laevicarpa é termoestavel. Porém, a estabilidade térmica a altas temperaturas
ndo parece ser comum as lectinas de géneros préoximos ao da Swartziae, como observado no trabalho de
Oliveira et al. (2002), o qual conseguiu purificar uma lectina com afinidade a D-galactose de sementes de
Luetzelburgia auriculata e ocorreu perda de fungéo protéica depois de 5 minutos a 80 °C.

Por meio da analise dos dados de purificagdo cromatografica e caracterizagéo, obtidos até o momento,
procedeu-se a anadlise de espectrometria de massa, a fim de se determinar a massa molecular da lectina.
O espectro de massas das fragdes referentes ao PLII da cromatografia de afinidade a — Lactose —
Agarose indicou, por analise no banco de dados do equipamento, que as sementes de Swartzia
laevicarpa possui uma lectina com massa molecular igual a 29,009 kDa.
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Figura 2: Espectro de massas TOF — MS da lectina de Swartzia laevicarpa (Matrix — assisted laser —
desorption ionization).

A proteina purificada foi submetida ao sequenciamento automatico de aminoacidos, a fim de se obter a
sua regido N — terminal e concluir sobre a sua identidade (Tabela 1).

A sequéncia N — terminal da lectina de Swartzia laevicarpa, assim como pode ser visto na Tabela 1,
apresentou similaridade com outras cinco lectinas de leguminosas, sendo quatro delas provenientes de
sementes e apenas uma de advinda de casca. De acordo com Li et al. (2012), as lectinas de outros
orgaos vegetais, como folhas, cascas e raizes, podem apresentar grande homologia com lectinas de
sementes, indicando uma sequéncia de aminoacidos similar.

Outro ponto relevante a se ressaltar entre as lectinas de Swartzia laevicarpa, Sophora japonica e Glycine
max é que todas possuem as seguintes caracteristicas em comum: afinidade com N — acetil — D —
galactosamina, estrutura em cadeia Unica e todas s&o glicosiladas. Além disso, as tribos filogenéticas de
todas essas espécies estdo evolutivamente préoximas e descendem da tribo Swartzieae, na qual a
Swartzia laevicarpa faz parte.

Tabela 1: Andlise comparativa da seqliéncia de aminoacidos da lectina da semente de Swartzia
laevicarpa com as lectinas das sementes de Sophora japonica, da casca de Sophora japonica, da
semente de Vatairea macrocarpa e da semente de Gline Max e da semente de Luetzelburgia auriculata.

Identification Organism Sequence* ID (NCBI) % E-

similarity  value

Seed lectin Swartzia laevicarpa LADTVSE T T HER BN EDL LLD TR IV SSERLOLTANING9

Seedlectin ~ Sophora japorica LR LS SER A EIL L QGTR S SCELOLTTIENSS gblAABS 1441 2539 1eB
(64%)

Batk lectin ~ Sophora japonica S e ghlAAB51458 2539 1B
(64%)

Seed lectin Vatairea macrocarpa L SEVVEESET AN R RO LLOGTR T SGRIOLTEIRD S p8l1371 21439 3el6
(62%)

Seed lectin Glyveine max LAETVEE SRV P U TR T SSEKIJIEEE 35 gblAAA3I983 2339 3D
(59%)

Seedlectin ~ Luetzelbwyia auriculatg 1 TVEESFTEENARIDILL) [16]

A partir deste momento denominamos a lectina de sementes de Swartzia laevicarpa como SLL (Swartzia
laevicarpa lectin).

4.Conclusao
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O extrato protéico de Swartzia laevicarpa apresentou, inicialmente, hemolise para todos os eritrécitos
testados, provavelmente pela alta concentragdo de saponinas, caracteristica desse género botanico.

Por meio da cromatografia de troca ibnica em DEAE — Sepharose e da cromatografia de afinidade a
-Lactose - Agarose, conseguiu-se, respectivamente, remover as moléculas que causavam hemdlise e
purificar a SLL.

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS — PAGE) indicou que a SLL possui uma massa molecular
de, aproximadamente, 29 kDa. A SLL é formada por apenas uma subunidade e esta ligada
covalentemente a carboidrato, ou seja, SLL é uma glicoproteina.

A analise da estabilidade térmica indicou que a SLL é termoestavel e por meio da espectrometria de
massas, determinou-se que a massa molecular é igual a 29,009 kDa.

Todos os resultados obtidos e aqui apresentados contribuem fortemente para o projeto “Moléculas com
potencial antifingico em sementes, folhas e casca de espécies arbdreas: prospecgdo, uso e
sustentabilidade da flora amazénica”. Pois, uma vez que se tem a lectina purificada, o préximo passo
sera testa-la quanto a sua capacidade em inibir fungos fitopatogénicos.
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