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1. Introducéo

Uma das provaveis classes de proteinas responsaveis pela defesa vegetal sdo as lectinas (Peumans e
Van Damme 1995). Essa classe protéica foi inicialmente descrita por Hermann Stillmaker (1888), quando
se percebeu que extratos de sementes de Ricinus communis aglutinavam eritrocitos. Deste entdo, varios
estudos cientificos vém caracterizando estrutural e funcionalmente as lectinas (Stillmaker 1888; Sharon e
Lis 2004; Lam e Ng 2011; Fernandes et al. 2012; De Souza Lima et al. 2013).

Conceitualmente as lectinas sdo descritas como sendo um grupo de proteinas ou glicoproteinas de
origem nado imunoldgica capaz de se ligar reversivel e especificamente a carboidratos sem ocasionar
guaisquer mudangas nessas moléculas (Gatehouse et al. 1995; Peumans e Van Damme 1995; Fernandes
et al. 2011; Fernandes et al. 2012; De Souza Lima et al. 2013).

Grande parte das lectinas em estudo é proveniente de sementes da familia botanica Fabaceae,
compreendendo um grupo de proteinas estruturalmente semelhantes. Embora elas difiram pela
especificidade a carboidratos, as lectinas s&o similares fisico-quimicamente, apresentando massa
molecular de aproximadamente 25 a 30 kDa, com um dominio de ligacdo a metais (Ca2+ e Mn2+) por
subunidade, além de apresentarem estabilidade a variacdes de temperatura e pH (Peumans e Van
Damme 1995; Varki et al. 1999).

A espécie Swartzia ingifolia, popularmente conhecida como coragdo de negro, € uma espécie da
Fabaceae pertencente a subfamilia Faboideae, tribo Swartzieae. A partir de estudos desta genealogia
botanica tem sido encontradas lectinas ainda nédo descritas na literatura (Fernandes et al. 2012). Portanto,
este estudo visa identificar e caracterizar a(s) lectina(s) nas sementes de Swartzia ingifolia a fim de se
obter uma molécula com potencial biotecnoldgico, agregando valor as espécies arbéreas amazdnicas. E
ainda, por meio dos resultados obtidos, contribuir para o entendimento das relagdes evolutivas de lectinas
na familia Fabaceae.

2. Material e Métodos

Para a obtencé@o do extrato protéico, sementes inteiras e maduras de Swartzia ingifolia,foram trituradas
em moinho analitico de facas até obtencdo de um material pulverizado e, homogeneizado em solucao
salina de NaCl 0,15 M. A suspenséo (10% p/v) foi mantida sob leve agitagcdo, a temperatura ambiente,
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, a temperatura de 4 °C, e liofilizado até a obtencéo de uma massa
totalmente seca (Cavalcanti e Coelho 1990).

A fim de avaliar a atividade hemaglutinante (AHE), amostras de 3 mL de sangue, obtidas de animais
saudaveis (rato branco e coelho), foram coletadas e homogeneizadas com 30 pL de heparina. O sangue
foi transportado em gelo para o Laboratério de Fisiologia e Bioquimica Vegetal (LFBV/CDAM) e, lavado
com NaCl 0,15 M a 3.000 rpm, 10 minutos a 4 °C. Esse procedimento foi repetido trés vezes. O
precipitado foi ressuspendido em NaCl 0,15 M, de modo a obter uma suspenséo final de eritrécitos a 2%
v/v (Moreira e Cavada 1984).

A AHE foi determinada pelo método de diluicdo seriada em placas de microtitulagdo contendo 8 fileiras de
12 pocos; inicialmente, a cada um dos pogos adicionou-se 25 pL da solugéo salina (NaCl 0,15 M), em
seguida 25 pL da amostra (extrato protéico na concentracdo 5 mg / mL em tampao Tris-HCI 0,1 M pH 7,6
adicionado de NaCl 0,15 M) no primeiro pogo e, nos demais seguiu-se com a diluicdo seriada até o ultimo
poco, por Ultimo foram adicionados em cada poco 25 pL da suspensédo de eritrdcitos nativos a 2% v/v,
posteriormente as placas foram incubadas durante 30 minutos a 37 °C e os resultados foram analisados
por diagnose visual ap6s 30 minutos e 12 horas apés o periodo de incubagcdo em temperatura ambiente
(Moreira e Perrone 1977).

A fim de fracionar o extrato protéico de Swartzia ingifolia, optou-se por cromatografia de troca anibnica,
onde o extrato protéico de Swartzia ingifolia foi aplicado em uma coluna de troca anidnica DEAE
Sepharose Fast Flow (GE Healthcare). A resina (20 mL) foi empacotada em uma coluna de poliestireno
com dimens@es 1,5 x 12 cm e equilibrada com tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0. O extrato protéico (2,5 mg
/ mL em Tris-HCI 0,05 M pH 8,0) de Swartzia ingifolia foi aplicado na coluna, sendo coletadas fracdes de
2,0 mL. A eluicéo foi realizada por meio da aplicagdo de gradiente salino utilizando os tampdes Tris-HCI
0,05 M com pH 8,0 contendo NaCl 0,1 M; 0,3 M; 0,6 M e NaCl 1 M e, coletadas fracdes de 2 mL.
Posteriormente foram realizadas leituras espectrofotométricas no comprimento de onda igual a 280 nm
(Espectrofotdmetro UV/Visivel Ultrospec 2100 Pro, Armesham Biosciences). Nas frag8es correspondentes
a cada pico foram realizados ensaios da AHE.

Identificada a presenca de lectinas e sua afinidade a carboidratos da serie galactose, aplicou-se o extrato
protéico em uma resina de afinidade: a — Lactose - Agarose (SIGMA) empacotada em coluna de vidro (2 x
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31 cm), equilibrada com tampéo Tris-HCI 0,1 M pH 7,6 contendo NaCl 0,15 M, CaCl2 0,005 M e MnCl2
0,005 M. O extrato protéico (2,5 mg / mL Tris-HCI 0,1 M pH 7,6 contendo NaCl 0,15 M, CaCl2 0,005 M e
MnClz 0,005 M) de Swartzia ingifolia foi aplicado na coluna e coletadas fragdes de 2,0 mL. A elui¢cdo das
proteinas retidas foi conseguida com solucéo de glicina 0,1 M, pH 2,6 contendo NaCl 0,15 M e, coletadas
fragbes de 4 mL. O monitoramento do perfil cromatografico foi realizado por meio de leituras
espectrofotométricas no comprimento de onda igual a 280 nm. Nas fraces correspondentes a cada pico
foram realizados ensaios da AHE.

O ensaio de inibicdo da AHE frente a diferentes carboidratos foi realizado como previamente descrito por
Ramos (1997). Os extratos proteicos (5 mg / mL em tampéo Tris-HCI 0,1 M pH 7,6 adicionado de NaCl
0,15 M) que apresentaram AHE, sob as condi¢cdes testadas, foram incubadas com concentragdes
decrescentes de carboidratos (100 mM) e posteriormente, adicionou-se a cada po¢o uma suspensao de
eritrécitos nativos a 2% v/v nas placas de microtitulagdo. As placas foram incubadas durante 30 minutos a
37 °C e os resultados foram em seguida analisados por diagnose visual.

Para avaliarmos a pureza da amostra e podermos estimar a massa molecular das proteinas, segundo o
método de Laemmli (1970), foram preparados géis de poliacrilamida (SDS — PAGE). Os marcadores de
massas moleculares da Promega (220 kDa - 10 kDa) foram utilizados.

Ap6s a eletroforese, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue com acido acético 0,1% vi/v,
metanol e 4gua deionizada na proporcao de 1:4:5 durante 2 horas e entdo, descorados em solucédo de
acido acético glacial, metanol e agua deionizada na proporcéo de 1:4:5.

Para a eletroforese em gel de poliacrilamida 2D, a focalizagéo isoelétrica, foi realizada utilizando o
equipamento IPGphor (Ettan IPGPhor 3/GE Healthcare). Amostras, de um dos picos provenientes da
cromatografia de troca idnica, contendo 50 ug de fracdo protéica, foram diluidas em um volume final de
250 pL em solugdo de reidratagdo (DeStreakTM rehydratation solution/GE Healthcare) com 2% v/v de
tampéo IPG pH 3 a 10. As amostras foram aplicadas nas fitas com gradiente de pH imobilizado (IPG) (13-
cm pH 3 a 10 linear; GE Healthcare) para reidratagéo. A reidratagéo passiva foi feita a 50 pL durante 12 h
a 20 °C. As fitas foram estocadas a -80 °C durante 24 h e posteriormente aplicadas diretamente sobre o
gel para a realizacdo da segunda dimensdo. Apos a Fl, as fitas foram equilibradas em tampédo de
equilibrio (50 mM Tris-HCI pH 8,8, 6 M uréia, 30% v/v de glicerol, 2% p/v de SDS e traco de azul de
bromofenol) contendo 10 mg / mL ditiotreitol (DTT) durante 20 minutos. E em uma segunda etapa, com
tampéao de equilibrio contendo 25 mg / mL de iodoacetamida durante mais 20 minutos. Finalizada a Fl, a
separacdo na segunda dimensao foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 % p/v em
condi¢des desnaturantes, nas seguintes condi¢des: P1- 600 V, 30 ml por gel, 30 W durante 30 minutos e
P2 — 600 V, 40 ml por gel, 30 W durante 4 horas.

Os pontos de proteina no gel foram visualizados apds tratamento com 0,1% p/v de solugdo de Coomassie
Brilliant Blue R-250. O gel foi escaneado usando o programa Imager Scanner (Amersham Biosciences),
usando ferramentas do programa LabScan. Todos os detalhes do gel individual e as andlises
comparativas foram realizadas por meio do programa Image-Master 2D Platinum Software 6.0 (Amersham
Biosciences).

3. Resultados e Discusséo

O extrato protéico das sementes de Swartzia ingifolia apresentou hemdlise para o sangue de todos os
animais testados (coelho, rato branco, hamster e camundongo), dificultando a identificacdo de lectina(s)
na amostra, visto que para ocorrer a hemaglutinagdo € necessaria a integridade dos eritrocitos. A
ocorréncia de hemdlise pode ser atribuida a desestruturacéo de proteinas e fosfolipidios presentes na
membrana do eritrocito (Ribeiro e Jorge 2004). Essa atribuicdo do processo hemolitico foi dada as
saponinas devido a sua interagdo com esterbis presentes na membrana plasmética de eritrocitos,
aumentando a permeabilidade dessa membrana, o que permite a entrada de ions e agua para o interior
da célula resultando na ruptura da mesma (Marqui et al. 2008).

A fim de avaliar o perfil protéico do extrato das sementes de Swartzia ingifolia foi realizada uma
eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% em condi¢des redutoras, onde néo se visualizou um padrédo
de bandas especificas.

No sentido de fracionar o extrato protéico obtido a partir das sementes de Swartzia ingifolia, a amostra foi
aplicada em uma coluna de troca anidnica em resina de DEAE — Sepharose Fast Flow (Figura I).

20

Abs 280 nm

01 M 03M  08M  10M
Nacl NaCl NaCl  NaCl
N NN AN
00 —= =
A 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 B AHE Hasindliss

Fraction 4 mL

Figura I: Cromatograma de troca anidnica do extrato de Swartzia ingifolia em uma coluna de DEAE
Sepharose Fast Flow e determinagdo da AHE do Plll — 0,3 M NaCl. A- Para a andlise, 20 mL (2,5 mg /
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mL) da amostra foram aplicados a uma coluna de DEAE (20 mL) pré-equilibrada com 50 mM de Tris-HCI,
pH 8,0. O pico nao retido (PI) foi eluido com o0 mesmo tampao; enquanto PII, Plll, PIV e PV foram eluidos
por gradiente salino de NacCl (0,1, 0,3, 0,6 e 1,0 M), tal como indicado pelas setas. As fragcdes (4 mL)
foram coletadas a uma taxa de fluxo de 0,5 mL / min e monitoradas espectrofotometricamente a 280 nm.
B- Hemaglutinagdo do PIIl 0,3 M NaCl do extrato de Swartzia ingifolia foi separado por cromatografia de
troca idnica e determinada usando eritrécitos de coelho 2% v/v. C- - controle negativo (auséncia de
amostra); C+ - controle positivo: extrato protéico de Parkia platycephala (reconhecidamente aglutinar
eritrocitos de coelho 2% v/v). As amostras foram aplicadas em dilui¢éo seriada.

Entre os cinco picos protéicos do extrato de Swartzia ingifolia obtidos de DEAE Sepharose Fast Flow
(Figura | - A), a AHE foi observada somente para as fragdes eluidas com NaCl 0,3 M (Plll) (Figura | - B).
Esses resultados demonstram que foi possivel separar moléculas que provocam hemdlise, sendo possivel
visualizar AHE.

A fim de se identificar a afinidade da provavel lectina presente nas fracdes obtidas de DEAE Sepharose
Fast Flow dos extratos protéicos de Swartzia ingifolia, fez-se o ensaio de inibicdo da AHE com agucares
simples e o pico PIII 0,3 M NaCl apresentou forte inibicdo da AHE por D-galactose (< 0,01 M) e a-lactose
(< 0,01 M).

Com base no resultado de inibicdo da AHE das frag6es cromatogréficas obtidas de DEAE Sepharose Fast
Flow, o extrato de Swartzia ingifolia foi aplicado em uma coluna de afinidade a — Lactose — Agarose (20
mL). Porém, nenhuma fragdo protéica do extrato interagiu com essa resina de afinidade. Em seguida,
somente o Plll 0,3 M NaCl de Swartzia ingifolia foi aplicado na coluna de a — Lactose — Agarose (5 mL) e,
da mesma forma n&o houve fracdo protéica retida.

A fracdo PIlll 0,3 M NaCl de Swartzia ingifolia obtida de DEAE Sepharose Fast Flow foi submetida a
andlise em eletroforese por SDS-PAGE a fim de observar o perfil protéico daquelas fra¢des que exibiram
AHE (Figura ).
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Figura 2. Eletroforese em SDS-PAGE 12,5% p/v, em condi¢des redutoras, do extrato de Swartzia ingifolia
e das fracdes protéicas de PIll 0,3 M NaCl. As proteinas foram visualizadas por meio da coloragdo do gel
com Coomassie Brilliant Blue R-250. 1 - Extrato protéico de Swartzia ingifolia (10 pg); 2 - PIIl 0,3 M NaCl
(+ AHE) de Swatrtzia ingifolia em DEAE Sepharose Fast Flow; kDa- Unidade de massa atdmica.

N&o foi visualizado, claramente, um padrao de bandas especifico nessa fracdo protéica (Figura 2), assim
como no perfil eletroforético do extrato protéico. Mesmo com os resultados obtidos até entdo, o Plll 0,3 M
NaCl de Swartzia ingifolia foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida bidimensional, a fim de
identificar isoladamente as proteinas presentes nessa fragdo protéica (Figura 3).
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Figura 3: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% p/v 2D das fra¢des do Plll 0,3 M NaCl de Swartzia
ingifolia obtidas de DEAE Sepharose. As proteinas foram visualizadas por meio da coloragdo com 0,1%
p/v de Coomassie Brilliant Blue R-250. Amostra de 30 pg de proteina foi aplicada na fita para ser
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focalizada. Os pontos protéicos nos quais os peptideos foram seqiienciados e analisados e que
apresentaram homologia com lectinas de espécies da familia Fabaceae sao indicados. Os pontos
protéicos nos quais os peptideos foram seqlienciados e analisados e que apresentaram homologia com
lectinas de espécies da familia Fabaceae sédo indicados.

Peptideos identificados no banco de dados Mascot® do gel 2D nos pontos protéicos das fracdes do Pl
0,3 M NaCl de Swartzia ingifolia obtidas de DEAE Sepharose, seqlienciados por espectrometria de
massa (ESI-QTOF) apresentaram homologia com lectinas de espécies da familia Fabaceae. Essas
espécies, pertencentes a tribo Sophora, sdo: Sophora flavescens; Sophora alopecuroides e Sophora
japonica. Confirmando a presenca de lectinas nas sementes de Swartzia ingifoli.

4. Concluséao

A maior prevaléncia de bandas protéicas com massa molecular aparente entre 10 e 30 kDa, sugere a
presenca de lectinas nos extratos das espécies estudadas.

A ocorréncia de hemaglutinagcdo das fracdes do PIIl da cromatografia de troca ibnica em resina de DEAE
Sepharose Fast Flow do extrato protéico e a inibicdo da AHE com a-lactose e D-galactose confirmam a
presenca de lectinas.

Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% p/v 2D das fra¢des do PIll 0,3 M NaCl reforcaram a presenca

de lectinas presentes no extrato protéico de Swartzia ingifolia.
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