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RESUMO

Lectinas sdo proteinas de origem ndo imune, capazes de se ligar a carboidratos e aglutinar células
normais e cancerigenas ou precipitar polissacarideos. Embora isoladas em maior nimero de plantas,
principalmente de sementes de leguminosas, apresentam distribuicdo universal ocorrendo desde virus
até mamiferos. Neste trabalho demostramos a presenca de lectinas nas sementes de duas espécies de
leguminosas, Bauhinia subclavata Benth e Crotalaria spectabilis Roth, capazes de se ligarem de modo
especifico a receptores glicidicos presentes na superficie de eritrcitos humanos.

Palavras-Chaves: lectina, hemaglutinacdo, Bauhinia subclavata, Crotalaria spectabilis

ABSTRACT

A signaling cell is the basis for the triggering of many cellular processes. Among the molecules that
mediate this mechanisms are simple carbohydrates or conjugates making up the cell surface membrane
receptors and on the other proteins, particularly lectins, which would act by binding to these receptors
to mediate different activities of cellular metabolism. In this study we verified the ability of protein
extracts obtained from seeds of Bauhinia subclavata Benth and Crotalaria spectabilis Roth recognize
receptors present on human erythrocytes promotes the agglutination of these cells.
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1 INTRODUCAO

Lectinas sdo proteinas de origem ndo imune, capazes de se ligar a carboidratos e aglutinar células ou
precipitar polissacarideos e glicoconjugados (GOLDSTEIN et al., 1980). Este grupo heterogéneo de proteinas
diferencia-se dos anticorpos ja que nao tem origem no sistema imunol6gico e também diferem das enzimas
ligantes de carboidratos pois ndo modificam a estrutura do carboidrato ao qual se ligam, 0 que ocorre em
processos enzimaticos. Entretanto, had lectinas que além do sitio de ligacdo lectinico, possuem um sitio
enzimatico (LORIS, 2002; SINGH et. al, 1999; CUMMINGS, 1997). mas diferem de enzimas ligadoras de
carboidratos como as glicosidases, as glucanases e as quitanases, por que nao modificam a estrutura do
carboidrato ao qual se ligam, 0 que ocorre em processos enzimaticos.

Inicialmente isoladas de plantas apresentam distribuicéo universal ocorrendo desde virus até mamiferos.
Nas enterobactérias seriam essenciais na adesao ao epitélio intestinal; em fungos e em algumas leveduras, teriam
acdo na agregacdo e posterior floculagdo das células; nos invertebrados sdo encontradas na hemolinfa e teriam
papel na resisténcia a infecces (SINGH et. al, 1999). Em animais mais complexos, as lectinas sdo produzidas
na forma solGvel ou se encontram ligadas a membrana (ZATTA e CUMMINGS, 1991). Nos venenos ofidicos,
supostamente poderiam estar envolvidas em processos metabdlicos da propria serpente, ndo agindo no animal
exposto ao veneno (OGILVIE et al., 1989). Uma lectina dependente de Ca2 + e especifica para galactose foi
purificada do pepino do mar, Cucumaria echinata; exibindo atividades hemoliticas e hemaglutinante
(TOMOMITSU, 2020) Nas plantas estdo distribuidas em todas as partes; mas apresentam maior concentragao
nas sementes, principalmente as das espécies da familia Leguminosae. Entretanto, seu real papel é desconhecido,
embora muitas hipdteses sobre suas funces fisiologicas tenham sido sugeridas.

Evidéncias permitem sugerir que as lectinas de sementes, de tecidos e rizomas (GREENWOOD
et al.,1986, NSIMBA-LUBAKIE e PEUMANS, 1986) seriam uma forma especializada de proteinas
de armazenamento que podem ter, ocasionalmente, outras fun¢bes (ETZLER, 1985, PUSZTAI et al.,
1983, PUSZTAI, 1991). A presenca das lectinas nas sementes estaria relacionada com papel destas
como oOrgdo responsavel pela perpetuacdo da espécie, necessitando portanto, de substancias que
promovam a protecdo da informacdo genética necessaria a formacao de um novo individuo.

Alguns experimentos sugerem que as lectinas podem ter papel no sistema de reconhecimento
celular nas plantas superiores, como o que envolve a interacdo do pdlen com o estigma apropriado.
Este processo faz parte de um sistema de auto-incompatibilidade, pois impede a fertilizacdo por
autofecundacdo ou o cruzamento entre plantas com os mesmos alelos, o que ajuda na manutencédo da
heterogozidade por favorecer a polinizacdo cruzada (FERRARI et al., 1981; SANTOS SOUSA et al,
2013).

As funcbes atribuidas as lectinas vegetais como agentes no mecanismo de defesa baseiam-se
principalmente na capacidade apresentada por algumas lectinas de se ligarem a parede celular das

bactérias. O papel defensivo das lectinas ndo seria restrito a acdo bacteriana, mas impediria o
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desenvolvimento de fungos e também o ataque de insetos predadores (TOMS, 1981; LEACH et al.,
1982; PUSZTALI, 1991; LIMA, 2017). A associacdo das bactérias a superficie radicular ocorre de modo
especifico e o primeiro a sugerir o papel das lectinas nesse processo foi Saint — Paul (1961), sem,
contudo obter resultados conclusivos. Outros estudos sugerem que as lectinas atuariam na organizacédo
celular, na embrio-morfogénese, no armazenamento ou transporte de carboidrato (MOREIRA et al.,
1991; RUDIGER e GABIUS, 2001).

Certamente a presenca nos variados tecidos aponta para diferentes papéis fisioldgicos, sendo
mais sensato considera-las como multifuncionais, talvez tendo diferentes funcdes em uma planta ou
diferentes funcdes em diferentes espécies.

De acordo com Sharon e Lis (1989) as lectinas tém papel fundamental no controle de varios processos
normais e patoldgicos dos seres vivos. Nowell (1960) observou que a lectina presente em Phaseolus vulgaris,
tinha a capacidade de estimular in vitro a transformacgao morfologica dos linfocitos e sua proliferacdo. Esta acdo
mitogénica possibilitou seu uso em estudos morfolégicos e funcionais, particularmente dos linfocitos, assim
como para o diagndstico de imunodeficiéncias e monitoragdo dos efeitos de imunossupressores e imunoterapicos
(SHARON, 1993, FARIAS, 2015, OLIVEIRA, 2018).

N&o ha consenso quanto ao mecanismo de acdo destas proteinas na ativacdo celular. Uma hipotese
considera que a ligacao aos receptores produz uma modificacdo da estrutura da membrana; disparando uma série
de eventos bioguimicos no interior da célula que levam a ativagdo celular. Por outro lado, as lectinas poderiam
agir de modo indireto, ou seja, as células modificadas pela ligagdo com a lectina estimulariam a proliferacdo de
outros linfécitos, num mecanismo analogo ao que ocorre em uma reacdo de mistura de linfécitos, onde células
de um gendtipo causam estimulacdo de células de outro gendtipo (LIS e SHARON, 1986).

Entender os mecanismos de acdo pelos quais receptores e as moléculas sinalizadoras regulam os
processos como metabolismo, adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, abre inimeras possibilidades nas
areas da imunologia e oncologia, visto que a sinalizagdo celular esta diretamente envolvida no controle e na
sobrevivéncia das células.

Estudos recentes relacionadas ao SARS-CoV-2 e o estabelecimento da COVID-19 mostram a
participacdo de lectinas de diferentes modos no estabelecimento da infeccdo permitindo um melhor
conhecimento dos mecanismos envolvidos da interacdo do virus com os receptores da membrana celular
(ERIKSSON et al. 2020; LENZA et al. 2020; RAHIMI, 2020; RAMBALDI et al., 2020).

A mais conhecida propriedade das lectinas é a atividade aglutinante, sendo sua detec¢do realizada,
principalmente, através do ensaio de hemaglutinacdo. (ERSSON et al., 1973, REGO et al., 2002). Entretanto,
as lectinas podem apresentar auséncia de atividade aglutinante em eritrdcitos humanos ou ndo possuir
especificidade para um determinado grupo sanguineo, podem hemaglutinar eritrdcitos de espécies diferentes e
as vezes apresentar variacao na capacidade de hemaglutinar a depender da origem geografica da espécie vegetal
(MACHUKA, 2000).
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Neste trabalho demostramos a presenca de lectinas nas sementes de duas espécies de leguminosas,
Bauhinia subclavata Benth e Crotalaria spectabilis Roth, capazes de se ligarem de modo especifico a receptores

glicidicos presentes na superficie de eritrocitos humanos.

3 METODOLOGIA
3.1 MATERIAL BIOLOGICO

As sementes de Bauhinia subclavata Benth (Figura 1) foram coletas no Campus Il da Universidade do
Estado da Bahia — UNEB, localizado no municipio de Alagoinhas — BA, referenciada em 11° 55' 51”7 e 12° 15’
23”? de latitude Sul e 38°15°00”” ¢ 38° 35’00 de longitude Oeste.. As sementes de Crotalaria spectabilis Roth

(Figura 2) foram obtidas junto ao Instituto Agrondmico de Campinas — IAC, Campinas — SP.

Figura 1 — Bauhinia subclavata Benth. Arvore, folha, flor, va%ans e sementes.
S i
% - N ‘\”T« y
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3.2 EXTRACAO PROTEICA

Aproximadamente 40 g de sementes inteiras de cada uma das espécies foram trituradas separadamente
e a cada amostra foi adicionada uma solu¢do de NaCl 0,15 M até a concentracdo final de 1/10 (m/v),
permanecendo sob leve agitacdo por 1 hora em temperatura ambiente. A suspensao foi centrifugada a 5000 x g,
por 20 minutos, sendo o precipitado descartado e o sobrenadante reservado.

A cada um dos sobrenadantes foi adicionado, sob agitacdo e lentamente, acetona a temperatura de 4°C
até concentracdo final de 80% (v/v). Apds um periodo de 30 minutos de decantacdo o material foi centrifugado
a 5000 x g, por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado proteico espalhado em placas de Petri

e seco a temperatura ambiente. Depois de seco o material foi pulverizado e diluido em solucéo salina.

3.3 COLETA, PREPARACAO DOS ERITROCITOS E ENSAIOS BIOLOGICOS

Cerca de 4 ml de sangue A, B, AB e O foram coletados assepticamente, os eritrocitos foram lavados
quatro vezes com soluc¢do salina (0,15M de NaCl), a 1000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente para
cada 1 ml de sangue foi adicionado 4 ml de solucdo salina, até que as heméacias ficassem livres de plasma e
leucdcitos. O precipitado foi ressuspenso na mesma solugdo de modo a obter uma suspensao final de eritrécitos
a 2% (v/v). Os testes de hemaglutinagdo foram realizados com os extratos salinos e cetonicos.

Os ensaios foram realizados em placas de microtitulacdo de 96 pocos (Sigma Chemical Co USA) (12
colunasy e 8 fileiras—). Os primeiros pogos das fileiras foram preenchidos com 50l da amostra esta foi ent&o
diluida serialmente, com agitagdo e transferéncia de 50 ul para 0 poco seguinte até o penultimo pocgo da fila.
Terminadas as dilui¢des, foram adicionados aos pogos 50 ul de suspensdo de eritrocitos a 2% (v/v). O volume
final do ensaio foi de 100 pl, contendo 50 ul de solug@o salina, diluida com os extratos em estudo ¢ 50 ul da
suspensdo de eritrocitos, exceto os pogos da tltima coluna que continham apenas 50 pl de solugdo salina e 50
ul de suspensao de eritrocitos, pois estes correspondiam aos controles. As leituras foram feitas visualmente apds
incubacéo nos periodos de 1h, 6h, 12h, 18h e 24 h em temperatura ambiente, comparando-se com 0s respectivos

controles negativos (somente a suspensdo de eritrocitos em solucao salina).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da capacidade aglutinante do extrato bruto e o precipitado proteico obtido das sementes
de Crotalaria spectabilis Roth e Bauhinia subclavata Benth estdo sumarizados na Tabela 1, indicando a
reatividade das proteinas para os diferentes tipos sanguineos testados.

As hem@cias estdo entre as melhores células para os testes de aglutinagdo. A lectina ao se adsorver as
hemécias atraves de receptores existentes na superficie celular promove a aglutinacéo das, sendo este fendémeno
denominado de hemaglutinacdo. Basicamente, hemécias em suspensdo sdo colocadas em contato com uma
suspensdo da lectina. Por acdo da gravidade, na auséncia de lectina ou de lectina ndo especifica as hemécias
sedimentam na forma de um botdo compacto no fundo do poco e as hemécias aglutinadas sedimentam de forma

difusa formando uma rede de células que recobre o fundo do pogo.
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Os resultados positivos foram detectados visualmente ap6s um periodo de 1 hora de incubagéo através
da formagao de uma rede de hemaécias que se mantinha cobrindo todo o pogo desde as laterais até o fundo (Figura
3, Figura 4).

Testes com o extrato bruto de Bauhinia subclavata Benth revelaram menor especificidade deste material
(Tabela 2 e 3), em relacdo ao extrato proteico, o que é explicado pelo fato do extrato bruto apresentar outros
componentes que causam interferéncia no processo de reconhecimento dos receptores celulares. O precipitado
proteico mostrou maior capacidade de aglutinacdo dos eritrocitos humanos, justamente por conter apenas

proteinas.

Figura 3 — Preparacéo das placas para o ensaio de aglutinacéo celular

Foto: Wilian Oliveira

Figura 4 — A sem atividade. B atividade aglutinante

Foto: Alana Farias
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Tabela 1 — Atividade hemagluitinante

Tipos Crotalaria spectabilis  Bauhinia subclavata
Sanguineos
A + +
B - +
AB - i
(0] + -

O material de Crotalaria spectabilis Roth mostrou especificidade apenas para os tipos sanguineos A e
O, néo reagindo positivamente aos tipos B e AB, enquanto os ensaios realizados a partir das amostras de
Bauhinia subclavata Benth, que a proteina presente tem a capacidade de interagir com os tipos sanguineos A, B
e AB, e do mesmo modo que Bauhinia subclavata Benth é ndo reagente para o tipo O, conforme os dados
apresentados nas tabelas 2 e 3, respectivamente.

A auséncia de reatividade aos eritrdcitos tipo B e AB (Crotalaria spectabilis Roth) e tipo O (Bauhinia
subclavata Benth) foi verificada tanto para os extratos brutos e proteicos, 0 que demostra que ndo foram
elementos presentes no extrato bruto que inibiram a hemaglutinagao, mas apontam real incapacidade da estrutura
das proteinas destas espécies em reconhecer as porcOes glicidicas presentes nas superficies destes diferentes
eritrocitos.

Testes com o extrato bruto de Bauhinia subclavata Benth revelaram menor especificidade deste material
(Tabela 3), em relacdo ao extrato proteico, o que € explicado pelo fato do extrato bruto apresentar outros
componentes que causam interferéncia no processo de reconhecimento dos receptores celulares. Ja os testes
realizados com o precipitado proteico mostraram maior capacidade de aglutinagdo dos eritrécitos humanos,
justamente por apresentar apenas proteinas. Somente se verifica hemaglutinacdo em relacdo aos eritrocitos tipo
B e AB quando os ensaios séo realizados com o extrato proteico.

A ligacdo da lectina aos receptores da membrana pode ser influenciada ou inibida por acidos sialicos,
aminas heterociclicas, carboidratos, alguns ions metalicos ou se os receptores presentes nas células nao forem
suficientes ou estejam inacessiveis. Portanto, a remoc¢do do &cido sidlico da superficie celular aumenta a
aglutinacdo devido a diminuicdo da repulsdo eletrostatica entre as células e as lectinas, além de permitir a
sensibilidade dos receptores da membrana. Assim, certas lectinas ndo aglutinam eritrcitos a ndo ser que sejam
pré-tratadas com enzimas (REGO et al., 2002). A tripsinacdo das hemaécias altera sua superficie pela remocao
do &cido sialico da superficie celular e como resultado diminuindo a repulsdo eletrostatica entre as células e as
lectinas; além de permitir a interacdo com potenciais receptores da membrana que se encontrem obstruidos,
tornando maior a sensibilidade do sistema. O emprego de lectinas purificadas também oferece maior
sensibilidade e especificidade ao ensaio.

A regido molecular da lectina que reconhece e interage com uma sequéncia especifica do agucar é
denominada dominio de reconhecimento de carboidrato — CDR (carbohydrate recognition domain) e esta

presentes em todas as subunidades da lectina (DRICKAMER, 1993). O sitio para liga¢do descrito em detalhes
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para a concanavalina A (HARDMAN et al., 1982) e tem se mostrado bastante conservado em todas outras
lectinas de leguminosas (LORIS et al., 1998).

As lectinas de plantas podem ser classificadas quanto ao nimero de CRD que apresentam. As
merolectinas tém pelo menos um CRD, as hololectinas compreendem as lectinas com dois ou mais dominios
idénticos ou muito similares, as quimerolectinas ou hemilectinas sdo aquelas que consistem de um ou mais CRD
e mais um dominio distinto com atividade catalitica ou com outra atividade biologica, as superlectinas também
possuem pelo menos dois CRD, mas difere das hololectinas na capacidade de reconhecer agucares
estruturalmente néo relacionados.

As evidéncias experimentais apontam para o papel das lectinas e dos carboidratos em muitos dos eventos
gue envolvem reconhecimento celular, resultado das interacfes entre estas moléculas, proporcionando a
seletividade das reages (NILCOLSON, 1974; SHARON e LIS, 1989), que influenciariam ou controlariam
processos fisiologicos como cancer, fertilizagdo, embriogénese, migracdo, proliferacdo e diferenciacao
celulares, defesa imunoldgica, infeccdo por bactérias e virus.

Pode-se determinar o tipo de carboidrato presente na superficie celular adicionando-se ao ensaio
diferentes acucares e verificando qual deles é capaz de inibir a aglutinagdo. Ao se ligar a lectina o agucar impede
o reconhecimento de receptores celulares. Este é o principio da reacdo de inibigdo da hemaglutinacdo. Os tipos
sanguineos “A” e “O” apresentam na superficie celular o-N-acetil-D-galactosamina e a-L-fucose,
respectivamente. Assim, estes acucares se adicionados aos ensaios seriam capazes de bloguear a a¢do da lectina.
Esta evidéncia abre a perspectiva de controle de processos fisiopatoldgicos que sejam mediados pela ligacao de

lectinas as porcdes glicidica superficie celular.

Tabela 2: Atividade Aglutinante de Crotalaria spectabilis Roth.

Tipos Extrato Extrato
Sanguineos Salino Cetobnico
A + +
B - -
AB - -
(@) + +

Tabela 3 — Atividade Aglutinante de Bauhinia subclavata Benth

Tipos Extrato Extrato
Sanguineos Salino Cetbnico
A + +
B - +
AB - T
(o) - -
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As caracteristicas moleculares das lectinas permitem sua utilizagdo como uma notavel ferramenta
biotecnoldgica em areas que requerem a compreensdo dos processos bioldgicos envolvidos no reconhecimento
celular, como pesquisas sobre cancer, imunologia, caracterizacao e diferenciacdo de células. Além disto, permite
a sua utilizacdo como um marcador molecular em estudos de evolucéo filogenética e especiacao, ja que os dados
moleculares auxiliam quando ha diferentes hip6teses quanto a uma classificacdo. As pesquisas envolvendo as
lectinas, ainda possibilitam uma melhor compreensao do papel destas proteinas nos vegetais. Assim, a presenca
de lectinas nas sementes de Crotalaria spectabilis Roth e Bauhinia subclavata Benth traz perspectivas de novos

estudos envolvendo estas moléculas.
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