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BENTH SEEDS

RESUMO

Sementes de Dioclea spp. sdo conhecidas por conterem lectinas.
Dentre as fun¢des desempenhadas por essas (glico) proteinas, destacam-
se as propriedades hemaglutinantes e de precipitacdo de glicoconjugados.
A fim de determinar a melhor condigédo de extragdo de lectinas de semen-
tes de D. bicolor, diferentes tampdes de extragao foram empregados. Den-
tre os tampoes utilizados, neste estudo, o tampao fosfato de sédio 0,5 M,
pH 8,0 (1:10 p/v), apresentou o melhor rendimento (0,096 mg/mL). Os
ensaios hemaglutinantes (AHE) apresentaram atividade variando entre
23-27, com forte afinidade a a¢ticares da série galactose. O perfil protéi-
co dos extratos por SDS-PAGE, revelaram bandas com massa molecular
aparente em torno de 30 kDa. Os resultados sugerem que o uso do tam-
pao fosfato de sédio 0,5 M, pH 8,0 (1:10 p/v) é o método mais eficiente e
confiavel para obtengdo de lectinas de sementes de D. bicolor, bem como
para posteriores andlises de atividade bioldgica destas proteinas.

Palavras-chave: Fabaceae. Sementes. Dioclea. Lectinas. Isolamento e pu-
rificagdo.

ABSTRACT

Seeds from Dioclea spp. are known to contain lectins. Among the func-
tions performed by this (glycol) protein, stand out the haemagglutination
and precipitating glycoconjugates properties. In order to determine the best
condition of extracting lectins from seeds of D. bicolor, different extraction
buffers were employed. Among the buffers used in this study, the buffer of
0.5 M sodium phosphate, pH 8.0 (1:10 w/v) showed the best performance
(0.096 mg/mL). The hemagglutination assays (AHE) showed activity rang-
ing from 23-27, with high-affinity of the sugars galactose series. The protein
profile of the extract by SDS-PAGE showed bands with apparent molecular
weight around 30 kDa. The results suggest that the use of sodium phosphate
buffer 0.5 M, pH 8.0 (1:10 w/v), is the most reliable and efficient for obtain-
ing seed lectins D. bicolor method, as well as further analysis of the biologi-
cal activity of this protein.
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1 INTRODUCAO

As lectinas podem ser definidas como
sendo proteinas ou glicoproteinas de origem
ndo imune, capazes de ligar-se de forma es-
pecifica e reversivel a carboidratos sem causar
nenhuma mudanga fisico-quimica nesses agu-
cares. A classificagao quimica dessas glicopro-
teinas se baseia em varios critérios, entretanto,
dois deles se destacam: o primeiro se baseia no
numero de dominios de ligacao a agucares, di-
vidindo as lectinas em merolectinas (um uni-
co dominio de ligagdo a carboidrato e incapaz
de promover aglutinacao celular), hololectinas
(dois dominios de ligagdo a carboidratos ho-
mologos, ambos capazes de aglutinar células),
quimerolectinas (um ou mais dominios de
ligagdo a carboidratos e um dominio de fun-
¢do distinta) e superlectinas (consistem de no
minimo dois dominios de ligagdo a carboidra-
to, porém, cada dominio reconhece carboi-
dratos estruturalmente diferentes) (HAMID
et al., 2013) e, o segundo, baseado no tipo de
carboidrato que as lectinas se ligam, poden-
do ser classificadas como lectinas ligantes de
manose, manose/glicose, manose/maltose,
galactose/N-acetilgalactosamina, fucose, aci-
do sidlico, entre outros (MORENO et al., 2008;
ALENCAR et al., 2013; BEZERRA et al., 2013;
HAMID et al., 2013).

Dentre as fungdes mais conhecida das
lectinas, destacam-se a sua capacidade em
causar aglutinagdo de células e ou precipitagdo
de glicoconjugados, sendo por essa razao, lar-
gamente utilizadas em aplicagdes biotecnold-
gicas (LAM; NG, 2011). De todas as lectinas
ja conhecidas, destacam-se aquelas identifica-
das em sementes de leguminosas, as quais tém
apresentado caracteristicas estruturais muito
conservadas (KOHARUDIN et al., 2012), em-
bora as lectinas possam divergir em sua espe-
cificidade aos agucares. Estruturalmente, as
lectinas extraidas de sementes de leguminosas
tem apresentado entre 2 a 4 subunidades com
pesos moleculares variando entre 25-30 kDa
(OSTERNE et al., 2014), existindo um domi-
nio de ligagdo a agucar e dois sitios de ligagdo
a metais (Ca*" e Mn?*), localizado em cada su-

bunidade (ABHILASH et al., 2013). Ademais,
essa proteinas apresentam grande estabilidade
a variacoes de temperatura e pH (LAM; HAN;
NG, 2009).

A Canavalia ensiformes é uma legumi-
nosa pertencente a familia Fabaceae, subtribo
Diocleinae e, de suas sementes foi identifica-
da a Concanavalina A (Con A), atualmente,
a lectina melhor caracterizada e com maior
nimero de aplicagbes biomédicas (MATUS;
WALTERS, 1976; WAN et al., 2014). Outras
espécies desta subtribo tiveram lectinas iso-
ladas de suas sementes, incluindo, a espécie
Dioclea altissima, D. grandiflora, D. lehmani,
D. rostrata, D. sericeae, D. violacea e Dioclea
wilsonii todas elas ligantes a glicose/manose e
com propriedades fisico-quimicas e estrutu-
rais muito similares (MOREIRA et al., 1983;
RENATO et al., 1997; PEREZ, 1998; SIERRA;
PEREZ, 1999; RANGEL et al., 2011; ALEN-
CAR et al., 2013; BEZERRA et al., 2013). Em
sementes de leguminosas o teor médio de lec-
tinas varia entre 2% a 10% do contetdo total
de proteinas expressas (CHRISPEELS; RAI-
KHEL, 1991; PEUMANS; VAN DAMME,
1995; FERNANDES et al., 2011).

A espécie D. bicolor, popularmente co-
nhecida como olho de boi, ¢ uma espécie de
Fabaceae pertencente a subfamilia Faboideae,
tribo Phaseoleae e subtribo Diocleinea. O ex-
trato proteico de sua semente, extraido com
NaCl 0,15 M 10% p/v, tem apresentado dificil
solubilizacdo em solugdes aquosas, provavel-
mente, devido ao elevado conteudo de lipideos
e polissacarideos na semente. Desta forma, ¢é
de grande importancia investigar novos méto-
dos de extragdo de proteinas que sejam favora-
veis aos processos de isolamento e purificagao.

Desta forma, este estudo tem como obje-
tivo principal otimizar a melhor condi¢ao para
extragdo de proteinas a partir de sementes de
D. bicolor, além de determinar a atividade he-
maglutinante (AHE), titulo hemaglutinante
(TH), andlise do perfil eletroforético das mis-
turas protéicas em diferentes condi¢des de ex-
tracao.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

Esta pesquisa foi realizada, integralmen-
te, no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica
Vegetal do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazoénia (INPA) durante o segundo semes-
tre do ano de 2012. Os experimentos ocorre-
ram em ambiente climatizado, a fim de garan-
tir a viabilidade dos materiais utilizados. De
um ponto de vista mais amplo, a metodologia
desse estudo foi dividida em trés etapas que,
a saber, foram: extragdo protéica das sementes
de D. bicolor utilizando dez condi¢des de ex-
tragdo diferentes, ensaio de AHE de cada um
dos extratos obtidos e obtencdo do perfil ele-
troforético por SDS-PAGE.

2.1 Extracao protéica

As sementes maduras e sem cascas de D.
bicolor, concedidas pelo banco de sementes do
Laboratério de Fisiologia e Bioquimica Vege-
tal (INPA/Campus I1I), foram trituradas em
moinho analitico de facas até a completa pul-
verizagdo, o qual foi submetido, em seguida, a
diferentes metodologias de extragdo protéica,
que foram: a utiliza¢ao de diferentes solugoes
extratoras (glicina 0,1 M, acetato de sédio 0,2
M, fosfato de s6dio 0,5 M e sulfato de amodnio
1M), a variagdo nas concentra¢des de farinha
de D. bicolor a ser extraido (variando entre
1:10 p/v e 1:15 p/v) e o tempo (2 horas ou 4
horas) mantidas sob leve agitagdo (100 rpm)
constante.

Posteriormente, as suspensdes foram
submetidas a forca centripeta de 11.000 x g
durante 20 minutos a 4°C. Os sobrenadantes
foram dialisados contra dgua destilada durante
72 horas a 4°C, congelados e posteriormente
liofilizados.

2.2 Quantificacao de proteinas totais

Os extratos protéicos tiveram suas con-
centragdes de proteinas estimadas segundo
o método de Bradford (BRADFORD, 1976).
Aliquotas de 50 pL do extrato protéico foram

incubadas durante 5 minutos a temperatura
ambiente com 2,5 mL do reagente de Bradford,
sendo a concentragdo de proteina estima-
da por meio da leitura espectrofotométrica a
595__ (Espectrofotometro UV/Visivel Ultros-
pec 2100 pro, Armesham Biosciences), utilizan-
do BSA como padrao.

2.3 Teste de atividade hemaglutinante (AHE)
2.3.1 Preparo dos eritrocitos

Amostras de 3 mL de sangue, obtidas
de diferentes animais saudaveis (rato branco e
coelho), provenientes do Biotério Central do
INPA - Campus 1, foram coletadas e homoge-
neizadas com 30 pL de heparina. Apds a com-
pleta homogeneizagao, as amostras sanguineas
foram imediatamente transportadas em gelo
para o Laboratério de Fisiologia e Bioquimica
Vegetal (LFBV/CDAM - Campus I11) e, lavado
com NaCl 0,15 M a e submetido a forga centri-
peta de 3.000 x g, por 10 minutos a 4°C.

Esse procedimento foi repetido por trés
vezes consecutivas. O precipitado foi ressus-
pendido em NaCl 0,15 M, de modo a obter
uma suspensdo final de eritrdcitos a 2% (v/v)
(CAVADA et al., 1996).

2.3.2 Detecgdo e inibicdo da AHE

A AHE foi determinada pelo método
de dilui¢ao seriada em placas de microtitu-
lagdo contendo 8 fileiras de 12 raias; inicial-
mente, a cada uma das raias adicionou-se
25 pL da solugdo salina (NaCl 0,15 M), em
seguida 25 pL da amostra (extrato proteico
na concentra¢ao 10 mg/mL em tampao Tris-
HC1 0,1 M pH 7,6 adicionado de NaCl 0,15 M)
na primeira raia e, nas demais seguiu-se com
dilui¢do seriada até a ultima raia. Por dltimo
foram adicionados em cada raia 25 pL da sus-
pensao de eritrdcitos a 2% v/v, posteriormente
as placas foram incubadas durante 30 minutos
a 37°C e os resultados foram analisados a olho
nu ap6s 30 minutos a temperatura ambiente e,
12 horas apds o periodo de incubagio (MO-
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REIRA; PERRONE, 1977).

O ensaio de inibicdo da AHE frente a
diferentes carboidratos foi realizado como
previamente descrito por Ramos (1997). Os
extratos proteicos (10 mg/mL em tampao Tris-
HCl 0,1 M, pH 7,6, adicionado de NaCl 0,15
M) que apresentaram AHE, sob as condigoes
testadas (Tabela 1), foram incubadas com con-
centracdes decrescentes de carboidratos (100
mM) e posteriormente, adicionou-se a cada
raia uma suspensao de eritrécitos a 2% v/v nas
placas de microtitulagdo. As placas foram in-
cubadas e analisadas nas mesmas condi¢oes
descritas anteriormente.

3 SDS - PAGE

Para obtencdo do perfil protéico foram
preparados géis de poliacrilamida, onde os géis
de concentragdo e separac¢ao foram obtidos a
partir de uma solugdo estoque de acrilamida
a 30% p/v e de N-N'-metileno bis-acrilamida
0,8% p/v (LAEMMLI, 1970).

O gel de concentragdo a 5% p/v foi pre-
parado em tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8, e
o gel de separagdo 12,5%, em tampao Tris-HCI
1,5 M, pH 8,8, sendo acrescentado em ambos
SDS 12,5% p/v.

A polimerizagdo foi conseguida pela
adicdo de TEMED e PSA 10% p/v. As amos-
tras proteicas (10-20 pg) foram dissolvidas em
tampao Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,0, contendo
1% p/vde SDS, 10% v/v de glicerol e 1% v/v
de 3-mercaptoetanol, e posteriormente, imer-
sas em agua em ebuli¢ao durante 10 minutos.

A eletroforese foi realizada em tampao
de corrida Tris-HCI 0,025M, glicina 0,192M e
SDS 0,1%, a 120 volts, 15 mA, durante 2 ho-
ras. Foram utilizados os marcadores de massas
moleculares da Promega (220 kDa - 10 kDa).
Ap0s a eletroforese, os géis foram corados com
Coomassie Brilliant Blue em acido acético 0,1%
v/v, metanol e agua deionizada na propor¢ao
de 1:4:5 durante 2 horas e entdo, descorados
em solugdo de acido acético glacial, metanol e
agua deionizada na proporgao de 1:4:5.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Osextratos proteicos obtidos por diferen-
tes processos de extragdo do material finamente
pulverizado da semente de D. bicolor apresen-
taram diferentes concentragdes de proteinas,
indicando que um método de extragdo pode
ser mais efetivo em relagdo a outro no que con-
diz a quantidade de proteinas totais (Tabela 1).

Tabela 01 - Otimizagdo das condigdes para extracao de proteinas de sementes de Dioclea bicolor, avaliagdo hema-
glutinante (AHE) usando suspenséo de eritrécitos de coelho 2% v/v.

Tratamento . ~ . Teor de proteinas
[— Mistura: semente/tampao AHE Especificidade (i e

1 (2horas) Glicina 0,1 M pH 2,6 (1:15 p/v) 26 Gal/N-Gal 0,027

2 (2horas)  Acetato de s6dio 0,2 M pH 4,0 (1:15 p/v) 23 Gal/N-Gal 0,012

3 (2horas)  Fosfato de sédio 0,5 M pH 6,0 (1:15 p/v) 2° Gal/N-Gal 0,044

4 (2 horas)  Fosfato de s4dio 0,5 M pH 8,0 (1:15 p/v) 26 N-Gal 0,069
5(2horas)  Sulfato de aménio 1 M (1:15 p/v) 2° Gal/N-Gal 0,030

6 (4 horas)  Glicina 0,1 M pH 2,6 (1:10 p/v) 23 Gal/Lac/N-Gal 0,020

7 (4 horas)  Acetato de sddio 0,2 M pH 4,0 (1:10 p/v) 24 Gal/Lac/N-Gal 0,022

8 (4 horas)  Fosfato de s6dio 0,5 M pH 6,0 (1:10 p/v) 24 Gal/Lac/N-Gal 0,028

9 (4 horas)  Fosfato de s6dio 0,5 M pH 8,0 (1:10 p/v) 2° Gal/Lac/N-Gal 0,096

10 (4 horas)  Sulfato de amé6nio 1 M (1:10 p/v) 25 Gal/Lac/N-Gal 0,043

Fonte: Dados da pesquisa.

A condigdo de extragdo que apresentou
o maior teor de proteinas totais foi a 9, com
uma massa estimada de 0,096 mg/mL. Segui-

do pela condigdo 4, aproximadamente 0,069
mg/mL. Tanto a condi¢dao 9 quanto para a 4
utilizou-se, o fosfato de s6dio 0,5 M pH 8,0, in-
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dicando que as proteinas presentes na semente
da D. bicolor possuem caracteristicas basicas.
Embora existam algumas lectinas isoladas do
género Dioclea de carater basico na literatura,
como é o caso da Con A e DGL-I, grande parte
delas apresenta carater acido (MELGARE]JO;
VEGA; PEREZ, 2005).

A partir desses resultados, avaliamos que
o fosfato de sodio 0,5 M pH 8,0 foi o melhor
extrator de proteinas do material finamente
pulverizado da semente de D. bicolor. O maior
teor de proteina estimado para a condi¢do 9
em comparac¢ao a condi¢ao 4 pode ser atribu-
ida ao tempo de extragdo maior. Ressaltando-
se que, a relagdo extrator/extrato, para esse
caso, mostrou que a maior quantidade de ex-
trator ndo aumentou a capacidade de extragao
de proteinas. Em outras condi¢bes também
apresentaram teor médio de proteinas, por
exemplo, as condi¢des 3 e 10, que apresenta-
ram, respectivamente, 0,044 e 0,043 mg/mL. O
menor teor de proteinas foi visto na condi¢ao
2, apresentando aproximadamente 0,012 mg/
mL.

A presenca de hemaglutinacao foi ob-
servada com eritrécitos de coelho 2% v/v para
todas as condigdes testadas, porém algumas
apresentaram um maior TH, que é a represen-
tacdo matematica para a quantidade de raias
com hemaglutinagdo de uma determinada
amostra. As condicoes 1 e 4 (Tabela 1) foram
as que apresentaram os maiores TH, corres-
pondendo a 2%, indicando que nessas condi-
¢des indicam maiores concentragdes de lecti-
nas, ou que estdo mais propensas a interagir
com carboidratos.

A condigdo 4, além de possuir o segun-
do maior teor de proteinas totais (Tabela 1),
também mostrou um dos melhores titulos he-
maglutinantes em relagdo a todas as condigoes
testadas (Tabela 1). Resultados similares foram
vistos por Moreira e colaboradores (MOREI-
RA etal., 1993), que notou um maior titulo he-
maglutinante com pH 8,0 para oito espécies da
subtribo Diocleinae (MOREIRA et al., 1993).

Outras condi¢des também apresentaram
um alto TH em comparagido com as condi¢des
1 e 4, por exemplo, as condigdes 5, 9 e 10, cor-

respondendo a 2°. Enquanto que os menores
TH foram visualizados nas condigbes 2 e 6,
sendo iguais a 2°. Provavelmente, o TH de to-
das as condigdes seria maior com a adi¢do dos
ions Ca** e Mn?* a todos os extratos, uma vez
que esses ions sao necessarios para maioria da
lectinas das sementes de leguminosas, a fim de
ocasionarem uma melhor interacio lectina-
carboidrato (LORIS, 2002).

As amostras aquecidas durante 30 minu-
tos a 37°C em todas as condi¢des de extracdo
neste estudo também apresentaram hema-
glutinagdo, porém com um titulo hemagluti-
nante mais reduzido para todas as condigdes.
Este resultado indica que a provavel lectina da
semente da D. bicolor é resistente a variagoes
de temperaturas, diferentemente de grande
maioria das lectinas de leguminosas, como
observado por Oliveira et al. (2002), o qual
conseguiu purificar uma lectina com afinida-
de a D-galactose de sementes de Luetzelburgia
auriculata e ocorreu perda de fungdo protéica
depois de 5 minutos a 80°C.

A fim de determinar o carboidrato que
a lectina (ou lectinas), objeto deste estudo, de-
tém afinidade foi realizado o ensaio de inibi-
¢do da AHE. Esse teste indicou que a lectina da
semente de D. bicolor apresenta afinidade a D-
galactose/Lactose/N-acetil-D-galactosamina
(Tabela 1). Conclui-se, ainda, que para as con-
digbes 1, 2, 3, 4 e 5 ha afinidade a D-galactose
e N-acetil-D-galactosamina, com excegdo da
condicdo 4 que apresentou afinidade somente
com a N-acetil-D-galactosamina. Para as con-
di¢oes restantes, houve afinidade a D-galacto-
se, lactose e N-acetil-D-galactosamina.

A maior parte das lectinas isoladas do
género Dioclea apresenta afinidade a aguca-
res da série glicose. Porém, estudos apontam
um novo tipo de lectinas do género Diocleinae
que se diferenciam das “classicas” lectinas li-
gantes a glicose/manose. Uma das caracteris-
ticas desse novo grupo ¢ a afinidade a lactose
(CAVADA et al., 1996; MELGARE]JO; VEGA;
PEREZ, 2005).

O perfil eletroforético das lectinas do
género Dioclea geralmente apresentam trés
subunidades caracteristicas (a, B, y) com pe-

Revista Didlogos Académicos, Fortaleza, v. 3, n. 1, jan./jun. 2014.

65



66

sos moleculares aparentes de 25-26 kDa, 13-
14 kDa e 8-9 kDa. Entretanto os perfis das
condi¢des em estudo, obtidos por SDS-PAGE
12,5% p/v em condi¢des desnaturantes (Figu-
ra 1), indicam a presenca de uma tnica banda

protéica de, aproximadamente, 30 kDa, a qual
corresponde a massa molecular caracteristica
do grupo de lectinas de leguminosas (LORIS,
2002).

O perfil eletroforético dos dez extratos

Figura 01 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% p/v em condi¢des desnaturantes e redutoras dos diferentes
extratos proteicos da semente de Dioclea bicolor. Os niimeros indicam as condi¢des nas quais os extratos foram

obtidos (Tabela 1). M = Marcador molecular (Promega).

9 8 7 6 5

Fonte: Dados da pesquisa.

proteicos obtidos exibem proteinas com mas-
sa molecular em torno de 30 kDa, indicando
que mesmo com o baixo rendimento obtido
nas diferentes condi¢oes de extragdo, lectinas
foram extraidas, o que pode se ver nos ensaios
de AHE e inibicao.

5 CONCLUSOES

A homogeneizagdio do material fina-
mente pulverizado das sementes de D. bicolor
com fosfato de sédio 0,5 M pH 8,0 durante 4
horas (condigdo 9) foi aquela que apresentou
o maior teor de proteinas totais. Os extratos
apresentaram AHE com eritrocitos de coelho,
TH que variaram entre 23 a 27 e, afinidade a

1 3 2 1
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200
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acucares da série galactose. O perfil proteico
dos extratos apresentaram bandas com massa
molecular em torno de 30 kDa. As condigdes
4 e 9, ambas utilizando fosfato de s6dio 0,5 M
pH 8,0, apresentaram os resultados mais satis-
fatérios quanto a concentragdo de proteinas
totais e quanto ao ensaio de hemaglutinagao.
Indicando que sejam as melhores condi¢des
para extracdo e o isolamento da lectina pre-

sente na semente de D. bicolor.
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