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RESUMO

Apuleia leiocarpa (Voguel) J. F.Macbride, uma &rvore com grande valor na industria
madeireira, € uma leguminosa (Fabaceae) encontrada na Caatinga. Lectinas sdo proteinas
capazes de reconhecer e se ligar a carboidratos e glicoconjugados de acordo com sua
especificidade e, por isso, tém diversas aplicacdes bioquimicas e biotecnoldgicas. Sementes
de leguminosas sdo reconhecidas por serem boas fontes de lectinas. Este trabalho descreve a
purificacdo, caracterizacdo e a atividade antimicrobiana deApulSL (Apuleia leiocarpa seeds
lectin). ApulSL foi extraida misturando a farinha das sementes em solucéo salina (NaCl 150
mM), gerando o extrato bruto (EB) que foi aplicado em cromatografia emcoluna de quitina
eluida com &cido acético 1M, obtendo-se um unico pico ativo. A ApulSL é termorresistente
(100°C/2h) e fon dependente (Mn?*), tem caréter acido e afinidade por N-acetilglicosamina,
D(-)-arabinose e azocaseina. Trata-se de uma proteina com estrutura conformacional
desordenada, com residuos de tirosina no cerne hidrofébicoe um peso molecular nativo de
55,8 kDa, mas que em condi¢Oes desnaturantes e redutorasse desdobra emtrés a quatro
oligopeptideos, sendo portanto, uma proteina oligomeérica. A analise emMALDI TOF/TOF
detectou varios peptideos, mas ndo houve homologia suficiente (< 30%) entre 0s peptideos
detectados e o banco de dados de proteinas para a elucidagdo da sequéncia priméaria. A
ApulSLapresentouatividade inibitéria e bactericida contra trés variedades de Xanthomonas
campestris, como também inibiu outras cepas gram-negativas e gram-positivas. Em
conclusdo, a ApulSL é uma lectina sem registros anteriores na literatura e que apresentou

potencial antimicrobiano contra a espécie Xanthomonas campestris.

Palavras-chaves:Lectina. ApulSL.Apuleia leiocarpa.Xanthomonas campestris.



ABSTRACT

Apuleia leiocarpa (Voguel) J. F.Macbride, a tree with great value in the timber industry, is a
leguminous (Fabaceae) found at the Caatinga. Lectins are proteins that recognize and bind to
carbohydrates and glycoconjugates according to their specificity, and therefore, they have
different biochemical and biotechnological applications. Legume seeds are known to be good
sources of lectins. This paper describes the purification, characterization and potential
antimicrobial activity of ApulSL (Apuleia leiocarpa seeds lectin). ApulSL was extracted
mixing the seeds flour in saline solution (150 mM NacCl), generating the crude extract (CE)
which was applied in chromatography in chitin column eluted with 1 M acetic acid, yielding a
single active peak. ApulSL isthermoresistant (100 °C/2h) and ion-dependent (Mn®*), has
acidic character and affinity for N-acetylglucosamine, D (-)-arabinose and azocasein. It is a
protein with disordered conformational structure with tyrosine residues in the hydrophobic
core and a native molecular mass of 55.8 kDa, but under reducers and denaturing conditions it
unfolds in three to four oligopeptides,being therefore, it is an oligomeric protein. The analysis
in MALDI TOF/TOF detected several peptides, but there was no sufficient homology (<30%)
between the detected peptides and database proteins for the elucidation of the primary
sequence. The ApulSL showed inhibitory and bactericidal activity against three varieties of
Xanthomonas campestris, as well as inhibited others gram-negative and gram-positive strains.
In conclusion, ApulSL is a lectin without previous records in the literature and presented
antimicrobial activity against Xanthomonas campestris specie.

Key-words: Lectin. ApulSL.Apuleia leiocarpa.Xanthomonas campestris.
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1INTRODUCAO

A Caatinga é uma formacdo vegetacional exclusivamente brasileira que foi
reconhecida como uma das grandes areas naturais do planeta (GIL, 2002), e para isso é
preciso abrigar extensas amostras de ambientes intactos, com suas faunas e floras bem
preservadas, com todos o0s seus predadores, presas, parasitas e as complexas relaces que 0s
unem. Além disso, também oferecer inimeros servicos ambientais, ou seja, beneficios
gerados pela natureza que sdo essenciais a sociedade, como: a protecdo de recursos hidricos e
do solo, 0s usos recreativos, os valores culturais, a contribuicdo ao equilibrio dos regimes
climéticos, entre outros (CONSERVACAO INTERNACIONAL — BRASIL, 2003). Embora
seja um dos biomas mais ameagados do planeta, sdo poucos 0s estudos etnoboténicos no
semi-arido nordestino (ALBUQUERQUE; ANDRADE 2002a,b).

As leguminosas (Fabaceae) sdo consideradas uma das familias com maior nimero de
espécies em florestas secas e Umidas dos neotrépicos (GENTRY, 1988, 1990, 1995). As
leguminosasocupam um lugar preponderante por sua abundancia e, no entanto, tem sido
pouco estudadas como fontes potenciais de proteinas, como por exemploos fatores
antinutricionais (fitohemaglutinininas ou lectinas, inibidores enzimaticos e aminoécidos
toxicos), entre outros (LIENER, 1969).

Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F. Macbride é uma arvore pertencente a familia Fabaceae
(Caesalpinioideae) (LEWIS et al., 2005) conhecida vulgarmente por gréapia, jatai, entre outros
nomes. Tem uma distribuicdo muito ampla, ocorrendo desde o nordeste brasileiro até o
Uruguai e Argentina, habitando preferencialmente as encostas de morros e solos bem
drenados (MARCHIORI, 1997). A sua madeira tem usos multiplos, servindo para a inddstria
madeireira (LORENZI,2002),na construcéo civil (REITZ et. al., 1988; MARCHIORI, 1997,
LORENZI, 2002), potencial para uso em sistemas agroflorestais (SOUZA et al., 1994),
ornamentais, reflorestamentos (MARCHIORI, 1997) e produgéo de substancias tanantes na
indastria de curtumes (HERINGER; FERREIRA, 1973; CARVALHO, 1994; CARVALHO,
2003).

A literatura aponta que € nas sementes de leguminosasonde mais se encontram
lectinas(SHARON; LIS, 1995; TRINDADEet al., 2006; SOL et al., 2007) chegando a
constituir até 10% da proteina total (SHARO; LIS, 1990; SPILATRO et al.,, 1996).
Entretanto, muitas lectinas de outras familias e tecidos também tém sido frequentemente
isoladas e caracterizadas (ZENTENO et al., 1995, MOREIRA et al, 1998;
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WITITSUWANNAKUL et al., 1998; FERNANDEZ-ALONSO et al., 2003; PEUMANS et
al., 2003).

Lectinas sdo proteinas de origem ndo imune que se ligam de maneira especifica e
reversivel (ndo covalentemente) a residuos terminais ou subterminais de carboidratos
conjugados normalmente as proteinas ou aos lipideos na superficie celular (PEUMANS et al.
1995;BROOKS; LEATHEM, 1998; COELHO; SILVA, 2000).

Por terem a habilidade de se ligar a mono e oligossacarideos, as lectinas apresentam
uma variedade de efeitos bioldgicos. Estas proteinas tém sido usadas como ferramentas no
campo da tecnologia de bioreconhecimento, em investigacGes estruturais e funcionais dos
carboidratos complexos e no mapeamento de mudancas na superficie celular durante
processos fisiologicos e patolégicos (SHARON; LIS, 2001; GEMEINER et al., 2009; XIE et
al., 2009). Ainda,tém atividade imunomoduladora (TIMOSHENKO et al., 1995; ANDRADE
et al.,, 1999; MACIEL et al., 2004; MELO et al., 2010), antiinflamatéria (MELO et al.,
2010), antitumoral (FANG et al., 2010; NUNES et al., 2012), antiftingica (SA et al., 2009a;
SANTANA et al., 2009; SOUZA et al., 2011), antibacteriana (SANTI-GADELHA et al.,
2006; OLIVEIRA et al., 2008; SA et al., 2009b; NUNES et al., 2011), antiviral (SATO et al.,
2011), hipotensiva (WANG et al., 1996), antinociceptiva (FIGUEIREDO et al., 2009),
inibidora ou estimuladora da tripsina (NAPOLEAO et al., 2012; ALBUQUERQUE et al.,
2012), inseticida (MACEDO et al., 2007; SA et al., 2009b; OLIVEIRA et al., 2011; PAIVA
et al., 2011a).

Apesar do crescente interesse pelo isolamento e caracterizacdo estrutural e funcional
dessas proteinas, ha poucos estudos com o bioma da caatinga a despeito do potencial
bioquimico das espécies desta regido. Assim, este trabalho aborda a purificacao,
caracterizagdo e avaliagdo da atividade antimicrobiana da lectina extraida das sementes da
Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F. Macbride, constituindo um esforgo para estimular o
conhecimento sobre o potencial de plantas da caatinga como fontes de lectinas.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivos gerais
Purificar, caracterizar e avaliar atividade antimicrobiana da lectina da semente de

Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbride, a ApulSL (Apuleia leiocarpa Seeds Lectin),
visando agregar valor ndo-madeireiro a essa espécie da Caatinga.
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1.1.2 Objetivos especificos

e Purificar a lectina de semente de Apuleia leiocarpa, a ApulSL, utilizando métodos
cromatogréaficos convencionais e avancados para isolamento de proteinas;

e Caracterizar estruturalmente a ApulSL pura por eletroforese em gel de poliacrilamida,
eletroforese bidimensional, fluorimetria, dicroismo circular, e espectrometria de massas;

e Caracterizar a ApulSL determinando a afinidade da lectina por carboidratos e/ou
glicoproteinas, estabilidade frente a variacdes de temperatura e necessidade de ions;

e Avaliar a atividade antimicrobiana da lectina, determinando a concentragdo minima
inibitoria (CMI), a concentragdo minima bactericida (CMB) e a concentracdo minima

fungicida (CMF) frente a diferentes espécies.
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2FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CAATINGA

O Brasil detém a maior diversidade biolégica do mundo, contando com uma rica flora,
despertando interesses de comunidades cientificas internacionais para o estudo, conservagao e
utilizagdo racional destes recursos (SOUZA,; FELFILI, 2006).

A Caatinga é uma formacdo vegetacional exclusivamente brasileira que foi
reconhecida como uma das 37 grandes areas naturais do planeta (GIL, 2002). Estende-se de
2°54° a 17°21’ S, possuindo uma &rea aproximada de 844,453 km? (IBGE, 2004),
correspondente a aproximadamente 10% do territdrio nacional. Estende-se pela totalidade do
estado do Ceara (100%) e mais de metade da Bahia (54%), da Paraiba (92%), de Pernambuco
(83%), do Piaui (63%) e do Rio Grande do Norte (95%), quase metade de Alagoas (48%) e
Sergipe (49%), além de pequenas porcoes de Minas Gerais (2%) e do Maranhdo (1%). (IBGE,
2004; IBAMA/MMA, 2010) (Figura 1).

O termo “caatinga” é de origem Tupi-Guarani [ca’a = planta ou floresta; ti = branco
(derivado de moroti, branco); e o sufixo 'nga (de angd) = perto de (PERALTA; OSUNA,
1952), assim, “a floresta esbranquicada”] e significa “mata branca”, referindo-se ao aspecto
da vegetacdo durante a estagdo seca, quando a maioria das &rvores perde as folhas e os troncos
esbranquigados e brilhantes dominam a paisagem (PRADO, 2003). Este aspecto é devido ao
indice pluviométrico total entre 250 e 900 mm (IBGE, 1985) com distribui¢cdo muito irregular
e temperatura elevada, resultando em altas taxas de evaporacgdo e evapo-transpiragéo (REIS,
1976, NIMER, 1977). Esses fatores trazem como conseqiiéncia um clima quente, marcado por
uma longa estagdo seca (sete a nove meses) e uma curta estacdo chuvosa (trés a cinco meses)
(FERNANDES; BEZERRA, 1990).

Neste ambiente, predominam florestas arboreas ou arbustivas, compreendendo
principalmente arvores e arbustos baixos, muitos dos quais apresentam espinhos, microfilia e
algumas caracteristicas xerofiticas. (LEAL et al., 2003; 2005).

Infelizmente, a denominagéo “caatinga” tem sido muito usada para a regido geografica
no nordeste do Brasil, e isto tem gerado algumas confusées (CASTELLANQOS, 1960). O
conceito de “regido das Caatingas” inclui areas tais como a chapada do Araripe, com
vegetacdo de Cerrado, ou outras areas mais Umidas dos “brejos” de Pernambuco, com

florestas imidas. Porém, o conceito exclui areas que, apesar de floristicamente serem parte da
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vegetacdo de caatinga, ndo sdo consideradas dentro da regido geogréfica, tais como o vale
seco do rio Jequitinhonha em Minas Gerais (SAMPAIO, 1995) ou certas regides da bacia Rio
Grande no oeste da Bahia.

Figura 1 -Representacdo gréfica da distribuicdo do bioma da Caatinga no Brasil
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Fonte: IBGE(2004)

Apesar de ser 0 Unico bioma genuinamente brasileiro, poucas a¢fes de protecdo sao
desenvolvidas, pois aproximadamente 50% desse ambiente foi degradado em virtude das
atividades humanas, especialmente a pecuaria, agricultura e o corte de madeira para lenha,
que estdo modificando a paisagem natural desse ecossistema (IBAMA/MMA, 2010).
Atualmente, o bioma apresenta menos de 1% de sua area protegida em unidades de
conservacédo de protecdo integral, ndo contemplando todos os tipos de formacdes da caatinga,
assim como suas riquezas (LEAL et al., 2005).
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Embora seja um dos biomas mais ameagados do planeta, s&o poucos os estudos
etnoboténicos no semi-arido nordestino (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002a; b). Os
levantamentos etnoboténicos podem subsidiar estudos etnofarmacol6gicos na busca por
fitoterapicos no tratamento de varias enfermidades (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006)e
as plantas tropicais fornecem material para a producdo de analgésicos tranquilizantes,
diuréticos, laxativos e antibioticos entre outros (SOUZA; FELFILI, 2006).

Segundo Gentry (1995), Fabaceae é considerada uma das familias com maior nimero
de espécies em florestas secas dos neotrdpicos. Baseando-se em dados de 20 florestas secas
nos neotrépicos, este autor encontrou que Fabaceae é a familia mais importante em 17
localidades (85%) e a segunda mais importante nas demais. Além disso, Fabaceae também é
uma das familias mais importantes para as florestas Umidas dos neotrépicos, apresentando-se
sempre entre as 10 familias mais ricas em espécies (GENTRY, 1988, 1990).

As leguminosas cujo consumo é escasso ou nulo ocupam um lugar preponderante por
sua abundancia e, no entanto, tem sido pouco estudadas como fontes potenciais de proteinas.
Um dos aspectos que se devem considerar quando se avalia o valor nutricional das sementes
de leguminosas, €& a possivel existéncia de fatores antinutricionais tais como
fitohemaglutinininas (lectinas), inibidores enzimaticos, alcaloides, aminoécidos toxicos, etc
(LIENER, 19609).

2.2Apuleia leiocarpa(VOGEL)J.F. MACBRIDE

2.2.1Taxonomia e etimologia

Fabaceae compreende 727 géneros e cerca de 19.325 espécies, distribuidas nas
subfamilias Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae. A subfamilia Caesalpinioideae
compreende quatro tribos: Cercideae, Detarieae, Cassieae e Caesalpinieae, com 172 géneros e
cerca de 2.250 espécies com ampla distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais do globo
(LEWIS et al., 2005).

Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F. Macbride é uma arvore pertencente a familia Fabaceae
(Caesalpinioideae) (LEWIS et al., 2005)conhecida vulgarmente por grapia, entre outros
nomes (Tabela 1). Segundo Carvalho (2003), a etimologia do nome Apuleia é uma
homenagem a L. Apuleus Madaurensis, filosofo e escritor do século 2 DC; leiocarpa significa

fruto liso, sem ornamentacgoes.
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Quadro 1 - Nomes populares da Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F. Macbride nos estados brasileiros e em

alguns paises

Estado Nome popular

Mato Grosso Amareldo, cumarurana, garapa, garapeira, muirajuba
Mato Grosso do Sul Amarelinho, mulateira,

Parana Amarelinho, garapeira, gramiamunha, grapea,

) Amarelinho, amarelinho-da-serra, garapiapanha, grapiapunha-
Santa Catarina )
branca e guarapeapunha, grapiapunha,

Amarelinho, barajuba; cetim; cora¢do-de-negro, Cumarurana,
Séo Paulo garapa, garapa-amarela, garapa-branca, garapiapunha, gema-

de-ovo, grapiapunha,

Maranhé&o Avricirana, muirajuba

Bahi Cumarurana, garapa, garapeiro, gemada, grapeapunha,
ahia
guaretd; jatai; jatai-amarelo, jitai, jitai-amarelo

. Cumarurana, garapa, garapa-amarela, gotai-amarelo, parajuba;
Espirito Santo .
pau-cetim, pau-mulato

Cumarurana, garapa, garapa-branca, garapeapunha, gemada,

Minas Gerais

grapeapunha, jitai, parajuba; pau-cetim, pau-mulato
Rio de Janeiro Cumarurana, garapa, minrajuba
Para Garapeira, gema-de-ovo,
Rio Grande do Sul grapeapunha-branca, grapia
Alagoas guaretd; jatai; jatai-amarelo
Paraiba Jetali, jitai, jutai
Pernambuco Jitai, jutai
Ceara Jutai
Pais Nome Popular
Peru Anacaspi
Argentina Grapia
Paraguai Yvyra pere

Fonte: Carvalho (2003)
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2.2.2 Distribuicéo geografica

A. leiocarpaé considerada uma das espécies da Floresta Estacional Decidual do Alto
Uruguai e Depressdo Central do Sul do Brasil e tem uma distribuicdo muito ampla, ocorrendo
desde o nordeste brasileiro até o Uruguai e Argentina, sendo na Amazénia tratada como uma
variedade (Apuleia leiocarpa var.mollaris) ou entdo como espécie distinta (Apuleia mollaris).

Esta espécie habita preferencialmente as encostas de morros e solos bem drenados
(MARCHIORI, 1997), em altitudes de 20 a 1.200m (CARVALHO, 2003).

Apesar da ampla distribuicdo, essa espécie torna-se cada vez mais escassa devido a
devastagdo das florestas na sua area de ocorréncia natural e a exploragéo de sua madeira de
forma extrativista, sem haver reposicdo através de reflorestamento. (HERINGER,;
FERREIRA, 1973; MATTOS; GUARANHA, 1983).

2.2.3 Caracteristicas boténicas e bioquimicas

De acordo com Reitz et al. (1988), Heringer e Ferreira (1973) e Carvalho (2003) a A.
leiocarpaé uma espécie arbdrea decidual (perde as folhas em determinadas épocas do ano),
heliéfita (cresce melhor em locais bem iluminados), pioneira (se originam a partir de lugares
indspitos, inabitaveis), podendo alcancar 40 m de altura e 100 cm de didmetro. De modo
geral, a espécie é mais abundante em solos com rapida drenagem, mas também em regides de
planalto, em solos secos e de baixa fertilidade, notando-se ndo haver pronunciada afinidade
por determinadas condicdes fisicas de solo (HERINGER; FERREIRA, 1973)

Copa larga, ramificada, aplanada e ndo muito densa, de até 8 m de diametro, que
proporciona uma sombra média (Figura 2 A). Carvalho (2003) destaca a presenca de tronco
irregular (em lugares mais ou menos abertos) a cilindrico (floresta fechada) (Figura 2 B e C).

A casca externa é pardo-acinzentada e provida de marcas arredondadas ou irregulares
muito caracteristicas, resultantes da deiscéncia em finas placas. A casca interna é dura, de cor
rosada, fluindo uma seiva que se escurece em contato com o ar, apés incisdo (Figura 2 D).

Segundo Marchiori (1997), é também muito caracteristico o enraizamento superficial,
na base do tronco.

As folhas sdo alternas e imparipinadas, com 7 a 11 foliolos alternos, elipticos ou
oblongos, coriaceos, de apice agudo-acuminado ou emarginado, com margem inteira e base
obtusa a arredondada (MARCHIORI, 1997), perdendo suas folhas total ou parcialmente
durante o inverno (Figura 2 E e G) (REITZ et al., 1988).
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As flores sdo pequenas, meliferas, masculinas ou hermafroditas (monoica), de
coloragdo branca, amarela ou bege, reunidas em inflorescéncias dispostas em pequenas
paniculas, terminais do tipo cima ou cimeira, com 25 a 35 flores ou solitarias, compactifloras,
inseridas sobre os ramos desfolhados ou com folhas novas (Figura 2 F) (HERINGER,;
FERREIRA, 1973; REITZ et al., 1988; MARCHIORI, 1997).Sua polinizacdo é realizada
principalmente por abelhas (CARVALHO, 2003).

O fruto é uma vagem oblonga ou ovado-oblonga, achatada, ligeiramente obliqua,
indeiscente, eliptica, de cor castanho-clara, comprimida lateralmente, com &pice e base
agudos, estrutura levemente (HERINGER; FERREIRA, 1973) ou totalmente coriacea
(MARCHIORI, 1997), com indumento dourado (Figura 2H) (REITZ et al., 1988).
Aproximadamente 93% dos frutos contém uma Unica semente e 7% duas (HERINGER;
FERREIRA, 1973). Souza et al., (1994)observaram de uma a trés sementes por fruto, de
coloragéo variando do castanho-esverdeado ao castanho-escuro (Figura2 1, Je L).

A semente possui tegumento de consisténcia dura e germinacdo lenta (20-40 dias) e
desuniforme (inferior a 60%) (LORENZI, 2002), devido a presenca de dorméncia tegumentar,
comum em leguminosas (POPIGINIS, 1977). As sementes sdo ortodoxas (EIBL et al., 1994),
com longevidade de aproximadamente dois anos, ou Seja, sobrevivem a secagem e
congelamento durante a conservacdo ex situ. Amaral et al. (1988) encontraram 96% de
germinacdo logo apos a coleta, e 72 a 85%, 19 meses depois, tendo sido armazenadas em
sacos de papel, em camara seca, a temperatura ambiente, com umidade relativa de 50%.

No Sul e Sudeste, floresce na primavera (CARVALHO, 2003)e frutifica durante os
meses de verdo (MARCHIORI, 1997; CARVALHO, 2003) ou no meio do ano (RIZZINI,
1971) e, as vezes, as sementes permanecem nas arvores por varios meses (LORENZI,2002).

De acordo com anotagdes durante 3 anos, Felippi (2010) observou que o aparecimento
de flores foi perceptivel durante a transi¢do para o periodo de maior pluviosidade na regido
(agosto a novembro), o que pode estar relacionado a disponibilidade de agua e luz. Conforme
Pereira et al. (2008), esse dado pode indicar que, antes da antese, os primérdios florais se
encontram em estado de laténcia, imposto pelo periodo de seca, que pode ser rompido com o
aumento da umidade do ambiente. A maturacdo dos frutos ocorreu de janeiro a abril nos trés
anos de estudo, predominando no periodo de janeiro a margo. Entretanto, alguns frutos
persistiram por um periodo maior nas arvores, concordando com Lorenzi (2002).

Segundo Pontes et al. (2002) as sementes de A. leiocarpa possuem reserva de agucares
(glicose, manose, xilose, arabinose, amido, galactose), acidos graxos (acido estearico,

miristico, palmitico, estearico,laurico, oléico e linoléico) e proteinas. A reserva de lipidio no
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Figura 2 - Exemplar da Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F. Macbride com aproximadamente 10 metros
(A); tronco cilindrico (B) a irregular (C); casca externa pardo-acinzentada e provida de marcas
arredondadas ou irregulares bem caracteristicas; casca interna é dura e de cor rosada e madeira
amarelada (D); apresentacdo da espécie quando a folhagem cai (E); inflorescéncia (F); ramos com
folhas e frutos (G) fruto (direita) e semente (esquerda) (H); sementes (I), corte transversal (J) e
longitudinal (L) da semente. end = endosperma, emb = embrido

g
L

(e

Fonte: acervo do autor, 2013.
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embrido de A. leiocarpa é a unica a ser utilizada durante a fase pré-germinativa, enquanto as
demais, permanecem constantes em seus teores. Por outro lado, os cotilédones acumulam
reservas que seriam usadas na fase de plantula (PONTES et al., 2002).

A A. leiocarpando é muito resistente ao ataque de fungos, apresentando tendéncia a
manchar-se sendo conveniente a preparacdo de banhos preventivos com fungicidas
(CELULOSA ARGENTINA, 1975).

2.2.4 Aplicacoes

Por ter uma madeira de elevado porte, amarela e densa (0,75 a 1,00g/cm?3)
(MARCHIORI, 1997), a A. leiocarpaé de interesse madeireiro, tendo multiplos usos
(LORENZI, 2002). Devido a resisténcia mecanica media a alta e boa durabilidade natural, €
indicada para obras externas, construcdo civil (REITZ et. al., 1988; MARCHIORI, 1997;
LORENZI, 2002), e utilizada para a producéo de alcool, coque e carvdo (CARVALHO,
1994).

Na literatura também ha registros de que possui propriedades antiofidicas (RUPPELT
et al., 1991; RIBEIRO; LEITAO, 1996) e anti-sifiliticas (MENTZ et al., 1997), tem potencial
para uso em sistemas agroflorestais (SOUZA et al., 1994), ornamentacéo, reflorestamentos
(MARCHIORI, 1997) e producdo de substancias tanantes na inddstria de curtumes
(CARVALHO, 1994), ja que sua casca chega a ter 24% de taninos (HERINGER,;
FERREIRA, 1973; NICOLOSSO et al., 1999; CARVALHO, 2003).

Braz Filho e Gottlieb (1971) isolaram e identificaram nas cascas e cerne da A.
leiocarpa, dez novos flavondides, um pterocarpano, sitosterol, bamirina e pinitol.

Segundo Carvalho (2003), face as suas maltiplas aplicacdes, a A. leiocarpadeve ser
considerada como uma das mais valiosas madeiras do Rio Grande do Sul e,
conseqlientemente, merece uma atencdo especial nos estudos sobre a viabilidade de seu
reflorestamento em larga escala, possuindo uma importancia ecol6gia inquestionavel
(BIONDO et al., 2008). Mas, por haver exploracdo de sua madeira de forma extrativista, sem
haver reposicdo atraves de reflorestamento, essa espécie torna-se cada vez mais escassa.
(NICOLOQOSO et al., 1997; LELES et al., 1998; NICOLOSO et al., 2001; RUSCHE et al.,
2003)
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2.3 LECTINAS

2.3.1 Historia, etimologia e definicao

O primeiro relato a respeito de lectinas se deu em 1888, quando Stillmark, ao estudar a
toxicidade de extratos de Ricinus communis (mamona), observou sua capacidade para
aglutinar eritrocitos, devido a presenca de uma proteina extraida, a ricina, e foi essa
descoberta que marcou o inicio das pesquisas envolvendo lectinas (KENNEDY et al., 1995).
Pouco tempo depois, outra hemaglutinina, chamada abrina, foi encontrada em sementes de
Abrus precatorius (Jequiriti). Mas foi apenas em 1960 que o estudo sobre lectinas comegou a
ganhar impeto, atraindo a atencdo para a investigacéo e aplicacdo das lectinas (GABOR et al.,
2004).

O termo lectina ¢ originado do latim “lectus”, que significa “selecionado” e refere-se a
habilidade dessas proteinas ligarem-se seletivamente e reversivelmente (ndo-covalentemente)
a carboidratos (HONGet al., 2001; SHARON; LIS, 2001). O termo aglutinina é usado como
um sindnimo para lectina, porque se refere a habilidade de aglutinar eritrocitos ou outras
células (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Dixon (1981) entendeu como lectinas aquelas proteinas com pelo menos um sitio de
ligagdo de carboidratos; Barondes (1988)e Sharon e Lis (1990)referiram-se & existéncia de
sitios hidrofobicos adicionais.

Hoje, apds anos de pesquisa, pode-se conceituar lectinas como (glico)proteinas de
origem ndo imune que se ligam de maneira especifica e reversivel (ndo covalentemente) a
residuos terminais ou subterminais de carboidratos. Dessa forma, desempenham funcéo
relacionada com o reconhecimento das informagcbes contidas na enorme variedade de
estruturas oligossacaridicas conjugadas normalmente as proteinas ou aos lipideos na
superficie celular (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; COELHO; BROOKS; LEATHEM,
1998; SILVA, 2000).

Esta interacdo ocorre atraves de ligacOes de hidrogénio,interacdo de Van der Walls e
interacOes hidrofébicas em uma determinada regido da molécula proteica, denominada de
Dominio de Reconhecimento a Carboidrato (KENNEDY; VAN DAMME, 1995;
NISHIMURA et al., 2006), que tende a se localizar na superficie da molécula
(COMINETTIet al., 2002; SHARON; LIS, 2002).
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A hidrofobicidade € a forca principal de interacdo das lectinas com os carboidratos,
com as glicoproteinas, ou outras substancias glicosiladas(ROBERTS; GOLDSTEIN, 1983;
KELLAetal., 1984; ROBERTSet al., 1986; BARONDES, 1988).

A énfase dada quanto a origem nao-imunoldgica das lectinas serve para distingui-las
de anticorpos anticarboidratos que aglutinam células. Os anticorpos sdo estruturalmente
similares, enquanto as lectinas diferem entre si quanto & composi¢cdo aminoacidica,
requerimento de metais, peso molecular e estrutura tridimensional (VAN DAMME et al.,
1998).

Devido a essa habilidade, as lectinas ou hemaglutininas, apresentam alto grau de
especificidade em suas reagdes com grupos sanguineos do sistema ABO e MN (SHARON;
LIS, 1993) e eritrécitos de diferentes espécies animais (PAIVA E COELHO, 1992;
CORREIA E COELHO, 1995; REYNOSO-CAMACHO et al., 2003)

2.3.2 Distribuicéo

Lectinas estdo amplamente distribuidas na natureza, estdo presentes em todos os reinos
da natureza e podem ser encontradas em bactérias (IMBERT et al., 2004);virus (GAMBLIN
et al., 2004); algas (HAN et al., 2010);vegetais (LEITE et al., 2005; SOLet al., 2007);fungos
(KHAN et al., 2007; LEONIDAS et al., 2007);liquens (SILVA et al., 2009);
invertebrados:esponjas (MOURA et al., 2006);cnidarios (FENTON-NAVARRO et al., 2003);
moluscos (TAKAHASHI et al.,, 2008; KONG et al., 2011);crustaceos (XU et al.,
2010);insetos (OURTH et al., 2005);vertebrados:peixes (TERADA et al., 2007); répteis
(NUNES et al., 2011); aves (HOGENKAMP et al., 2006); mamiferos (OLA et al., 2007).

Em plantas, as lectinas tém sido detectadas em:cascas (NASCIMENTO et al., 2008;
SA et al., 2009b; VAZ et al., 2010; ARAUJO et al., 2012);cerne (SA et al., 2008); cladbnias
(SANTANA et al., 2009); flores (SANTOS et al., 2009); folhas (COELHO; SILVA, 2000;
COSTA et al., 2010); raizes (SOUZA et al., 2011); rizomas (BAINS et al., 2005; SANTANA
et al., 2012);sementes (COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2009).

As lectinas mais estudadas sdo da familia Fabaceae, pois é nas sementes de
leguminosas onde sdo mais encontradas (SHARON; LIS, 1995; TRINDADEzet al., 2006; SOL
et al.,, 2007)chegando a constituir até 10% da proteina total (SHARON; LIS, 1990;
SPILATRO et al., 1996). Entretanto, muitas lectinas de outras familias também tém sido
frequentemente isoladas e caracterizadas como, por exemplo, lectinas de Solanaceae
(PEUMANS et al., 2003), Cactaceae (ZENTENO et al, 1995), Euphorbiaceae
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(WITITSUWANNAKUL et al., 1998), Labiateae (FERNANDEZ-ALONSO et al., 2003) e
Moraceae (MOREIRA et al., 1998) entre diversas outras.

2.3.3Biossintese de lectinas de sementes

A rota biossintética de muitas lectinas de plantas segue a seguinte via secretora: as
lectinas sdo sintetizadas pelos ribossomos, entram no reticulo endoplasmatico, s&o
transportadas para o complexo de Golgi, de onde vdo para os vacuolos, os quais se dividem
em partes menores, 0s corpos proteicos, durante o desenvolvimento das sementes, ficando ai
armazenadas. Comumente as lectinas sofrem processos co-traducionais como N-glicosilacédo e
pos-traducionais como permutacdes, clivagem proteolitica para remocao de peptideos-sinais e
separacdo em cadeias. (VAN DAMME et al., 1998; RUDIGER; GABIUS, 2001).

2.3.4 Classificacéo das lectinas

As lectinas variam quanto as fontes, especificidade, estrutura, propriedades bioldgicas,
e por isso, sdo varias as classificagGes dessas proteinas.

A especificidade de lectinas de plantas a carboidratos é primeiramente determinada
pela estrutura tridimensional dos seus sitios de ligacdo que se apresenta conservada a nivel
aminoacidico, dentro de familias de lectinas (PEUMANS; VAN DAMME, 1998). As lectinas
exibem uma elevada homologia em seus residuos de aminoacidos, incluindo aqueles
envolvidos na ligacdo a carboidratos e a maioria dos que coordena 0s ions metalicos,
necessarios a integridade das subunidades e ao correto posicionamento dos residuos para a
ligacdo (SPILATRO et al., 1996).

Com base na estrutura geral das proteinas, as lectinas de plantas tém sido subdivididas
em merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Tabela 2) (PEUMANS; VAN
DAMME, 1998):

a) Merolectinas sdo aquelas que possuem apenas um dominio para ligagcdo a carboidratos.
Sdo monovalentes e por isso ndo podem precipitar glicoconjugados ou aglutinar células.

b) Hololectinas também possuem dominio especifico para ligacdo a carboidratos, mas
contém, pelo menos, dois dominios idénticos ou mais dominios homdlogos ligantes a
acucares; sendo di ou multivalentes, aglutinam células e/ou precipitam glicoconjugados. A
maioria das lectinas de plantas pertence a esse grupo.
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c) Quimerolectinas sdo proteinas com um ou mais dominios de ligagdo a carboidratos e um
dominio ndo-relacionado. Esse dominio diferente pode ter uma atividade enzimatica bem
definida ou outra atividade biolégica, mas age independentemente dos outros dominios de
ligagdo a carboidratos. Dependendo do nimero de sitios de ligacdo para carboidratos,
guimerolectinas agem como merolectinas ou hololectinas.

d) Superlectinas consistem exclusivamente de pelo menos dois dominios de ligacdo a
acucares diferentes. Esse pode ser considerado um grupo especial de quimerolectinas,
consistindo de dois dominios estruturalmente e funcionalmente diferentes de ligagdo a
carboidratos (VAN DAMME et al., 1996).

Segundo Moreno (2008), atualmente é possivel classificar as lectinas também segundo

as familias evolutivamente relacionadas (Tabela 3):

a) Lectinas de monocotiledoneas ligadoras de manose: as estruturas foram resolvidas e
complexadas apenas com agucares constituidos por manose. Sao estruturas ricas em folhas
betas interconectadas por loops;

b) Lectinas ligadoras de quitina e homologas a heveina (dominio heveinico): lectinas com
dominios homdlogos ao da Heveina (Hevea brasiliensis) Estruturas ricas em regides de
loops, estabilizados principalmente por pontes de dissulfeto;

c) Lectinas homdlogas a jacalina (lectinas do tipo Prisma-R): lectinas com dominios
homdlogos ao da jacalina. Estruturas ricas em regiGes de folhas betas interconectadas por
loops. S&o pobres em pontes de dissulfeto e podem ter afinidade por oligossacarideos ricos
em D-galactose e D-manose;

d) Lectinas inativadoras de ribossomos (RIP’s) tipo 2: lectinas com dominios homologos a
ricina. S8o, geralmente, quimerolectinas com estruturas ricas em regides de folhas betas e
alfa hélices. Podem ser dotadas de dominios distintos, que se ligam reversivelmente a
carboidratos e que também possuem atividade enzimatica;

e) Lectinas de leguminosas;

f) Lectinas da familia das Amarantaceae;

g) Lectinas de floema de Curcubitaceae.
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Quadro2 -Classificagdo estrutural das lectinas. Fonte: Adaptado de Moreno (2008).(@ sitio de
ligacdo ao carboidrato X; ( Q = sitio de ligacdo ao carboidrato Y; (® )= dominio n&o-

relacionado.

Classificagéo Representacdo Esquematica Exemplo
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Heveina, lectina da Hevea brasiliensis
(ANDERSEN et al, 1993)
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Merolectina

Hololectina

PNA, lectina da Arachis Hypogaea
(RAVISHANKAR et al., 2001)

Ricina, lectina da espécie Ricinus communis
(RUTEMBER; ROBERTUS, 1991)
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Lectina da espécie Musa acuminata
(MEAGHER et al., 2005)

Fonte:Elaborado com base em Moreno (2008)
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Quadro3 - Classificagdo das lectinas segundo as familias evolutivamente relacionadas.
Representacgéo das estruturas em forma de ribbon.

Classificago Exemplo Estrutura

Lectina presente na espécie

Lectinas de All i Z &M
ium sativum. 17 Y
monocotileddneas ;/y/ s\ \f‘“
_ (RAMACHANDRAIAH et al., 2002) S f
ligadoras de manose P o [/ P Y
(CHANDRA et al., 1999). Tl SO

Lectina presente na espécie

Lectinas ligadoras de Urtica dioica.
quitina e homdlogas a | (HARATA; MURAKI, 2000) (SAUL
heveina et al., 2000)

(HARATA et al., 2001).

) ) . Lectina presente na espécie
Lectinas homologas a )
Helianthus tuberosus.

jacalina
(BOURNE et al., 1999)
Lectinas inativadoras Lectina presente na espécie
de ribossomos (RIP’s) Amaranthus caudatus
tipo 2 (TRANSUE et al., 1997).

Fonte: Elaborado com base em Moreno (2008)

Lectinas ainda podem ser classificadas quanto a especificidade por monossacarideos
(MAKELA, 1957), entre elas as lectinas dos tipos ligadoras del) manose/glicose, 2)D-
galactose, 3)N-acetilglicosamina, 4) N-acetilgalactosamina, 5) L-fucose, 6) acido N-acetil-
neuraminico e 7) grupos glicanos complexos (PEUMANS; VAN DAMME, 1998; RUDIGER,
2000), entretanto, a maioria das lectinas que compartilham entre si a caracteristica de

reconhecerem primariamente 0 mesmo tipo de monossacarideo, diferem entre si em relacéo a
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afinidades por oligossacarideos, ou seja, a interacdo com monossacarideos € bem menos
complexa do que por polissacarideos (MORENO, 2008). Algumas lectinas podem ter
afinidade por diferentes carboidratos, ndo sendo portanto especificas. Ndo esta claro como
lectinas podemidentificar diversos aglcares presentes em diferentes posicdes em bactérias,
fungos, enzimas e outras glicoproteinas (TAKAHASHI et al., 2008).

2.3.4.1 Lectinas ligadoras de quitina

Lectinas ligadoras de quitina tém sido isoladas de diversas fontes, incluindo bactérias,
insetos, plantas e mamiferos e muitas delas apresentam atividade antifungicae inseticida uma
vez que a quitina (Figura 3) é o componente-chave da parede celular de fungos e de diversas
estruturas no corpo dos insetos. Lectinas com potencial antifingico e inseticida tém sido
estudadas sob varios aspectos, seja como moléculas que protegem as plantas que as produzem
naturalmente ou como resultado de um material genético modificado que expresse este tipo de
lectina, desde que seja atdxica ao homem (PEUMANS; VAN DAMME 1996, CARLINI;
GROSSI DE SA, 2002).

As mais estudadas sdo aquelas pertencentes a familia das heveinas, assim chamadas
por possuirem em comum o dominio heveinico como motivo estrutural de reconhecimento da

quitina.

Figura 3 - Esquema estrutural de um segmento da quitina. A quitina é um homopolimero de

unidades de N-acetil-glicosamina ligadas no sentido p1-4.

CHy

Fonte: Antonino(2007).

A heveina é uma merolectina constituida por 43 aminoacidos (cerca de 4,5 kDa),
encontrada na seringueira (Hevea brasiliensis). E especialmente rica em residuos de glicina e
cisteina e sua estrutura é mantida por 4 pontes dissulfeto, o que Ihe confere uma estabilidade

notavel, caracteristica que se estende as demais lectinas da familia das heveinas. Mesmo
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depois de aquecida a 90 °C por 10 minutos, a heveina ainda inibe o crescimento de fungos
(NEUMANN et al., 2004).Do ponto de vista bioldgico, a heveina, além de aglutinareritrocitos
e ligar-se a IgE, é o principal fator alérgico do latex, por isso,também, tem sido apontada
como envolvida na defesa da planta frenteao ataque de insetos e fungos.Uma vez que o
exoesqueleto de insetos e a parede celular de fungos sdo constituidos por quitina, o primeiro
passo dado para proteger a planta poderia ser o reconhecimento da quitina por esta pequena
lectina (NEWMAN et al. 2004).

Os pontos de ligagdo da heveina e dos oligossacarideos de quitinaenvolvem um
residuo de serina e dois residuos de triptofanos, Ser 19 eTrp 21 e 23. A afinidade com
oligbmeros de N-acetilglicosaminaé maior do que com o monossacarideo, cuja interacéo
éentalpicamente favorecida.O anel da N-acetilglicosamina exibe forteinteracdo hidrofébica
com um residuo aromatico, no caso da heveina,Trp23. Este pronunciado empacotamento do
anel € permitido pela faltade grupos axiais na N-acetilglicosamina. Uma interacdo
hidrofébicaadicional ocorre entre o grupo N-acetil e Trp21 da heveina e, finalmente,existe
uma interacdo polar entre a Ser19 e o grupo carboxil da Nacetilglicosamina(NEUMAN et al.
2004, ASENSIO et al. 2000, ESPINOSA etal. 2000).Uma interacdo hidrofobicaadicional
ocorre entre o grupo N-acetil e Trp21 da heveina e, finalmente,existe uma interacdo polar
entre a Serl9 e o grupo carboxil da N-acetilglicosamina(NEUMAN et al. 2004, ASENSIO et
al. 2000, ESPINOSA et al. 2000).

Apesar de possuirem varios dominios heveinicos e envolverem 0s mesmos
aminoécidos no reconhecimento de seus ligantes, as lectinas ligadoras de quitina desta familia
se associam diferentemente com os fragmentos de quitina, de modo que o namero de
dominios heveinicos ndo reflete o nimero de unidades monoméricas de aglcar que eles
reconhecem.O grupo N-acetilamino é Unico na estrutura da N-acetilglicosamina, comparado
com outros agucares reconhecidos por lectinas e o reconhecimento deste grupo é essencial

para ligacdo exclusivamente com a quitina (HARATA et al., 2000).

2.3.5Purificacéo e caracterizagao de lectinas

A purificacdo de produtos produzidos por células vegetais, microbianas ou animais
constitui uma etapa complexa, dada as variadas caracteristicas dos meios e das biomoléculas
de interesse, como peptideos, proteinas, acidos graxos, polissacarideos e hormdnios. Em
resultado a variedade de caracteristicas descritas, as etapas de purificacdo sdo desafiantes,
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pois ndo ha processo de purificacdo de aplicacdo geral (PESSOA JUNIOR; KILIKIAN,
2005).

Os métodos de purificacdo de proteinas utilizam o conjunto de propriedades
caracteristicas de cada proteina, para distingui-las e separa-las umas das outras. Estas
propriedades envolvem seu volume molecular, carga superficial, hidrofobicidade e afinidade
por ligantes. Dessa maneira, foram desenvolvidos inimeros métodos para se purificar
proteinas. (MORAES et al., 2013)

As operagOes de concentracdo e/ou purificacdo de baixa resolucdo compreendem a
separagdo da molécula-alvo de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas
significativamente diferentes, comopode-se notar comparando aagua com ions, aminoacidos,
acidos nucléicos, polissacarideos e lipideos. Ja a purificacdo de alta resolu¢cdo compreende a
separagdo de classes moléculas com caracteristicas fisico-quimicas muito semelhantes, como
as proteinas (PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2005).

Cada etapa aplicada durante o processo de purificagdo ndo compreende
necessariamente a aplicacdo de uma Unica operagdo unitaria. Como por exemplo, apos a
precipitacdo por adicdo de um sal, é necessario uma dialise (processo de separacdo por
membrana) para ajuste da forga idnica a valores adequados & uma etapa cromatogréfica.

A completa purificacdo pode exigir mais de uma etapa cromatogréfica, cada qual
baseada em um principio diferente de separagdo das moléculas, a fim de atingir o grau de
pureza necessario (PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2005).

A definigdo do processo de purificagdo depende da aplicacdo final da molécula-alvo,
suas caracteristicas fisico-quimicas, bem como das impurezas. A reducdo do custo e das
perdas da molécula-alvo no processo de purificacdo € de fundamental importancia na
viabilidade do processo (PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2005).

O interesse pela purificacdo e caracterizacdo de lectinas € importante na elucidacéo de
seu comportamento em diferentes sistemas bioldgicos (SOUZA et al., 2001)bemcomo para
sua potencial utilizacdo em diversas areas da medicina clinicae em pesquisa quimica e
bioldgica(RUDIGER, 2000; MATSUI et al., 2001; BANERJEE et al., 2004; VEGA E
PEREZ, 2006).

Lectinas de leguminosas sdo similares nas suas estruturas primaria, secundéria e
terciaria (SRINIVAS et al.,, 2001)e por esta razdo tornam-se um excelente modelo para
estudos de desdobramento de proteinas diméricas e tetraméricas, e da oligomerizacdo na
estabilidade e integridade estrutural (RUDIGER et al., 2000).
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Isolectinas sdo definidas como um grupo de proteinas intimamente relacionadas,
resultantes da expressdo de diferentes genes, com estruturas semelhantes em uma mesma
espécie, e apresentam formas moleculares com mobilidade eletroforética diferente. O termo
isoforma foi proposto para lectinas pertencentes a mesma espécie, cuja heterogeneidade de
origem genética ndo foi bem definida (PAIVA; COELHO, 1992).Um grande nimero de
lectinas tem sido clonado e a homologia em suas sequéncias de aminoacidos e similaridades
em suas estruturas moleculares tém sido estabelecidas (GOLDSTEIN, 2002).

Métodos comuns utilizados na purificacdo de proteinas sdo aplicados para purificar as
lectinas e protocolos distintos podem mudar consideravelmente a atividade da proteina
(KOLBERG; SLETTEN, 1982; AGRAWAL; GOLDSTEIN, 1972).

As proteinas podem ser desnaturadas pela utilizagdo de métodos fisicos como
aquecimento, agitacao, radiacdes ultravioleta ou visivel, raios X, ou de agentes quimicos como
acidos e bases fortes, solventes orgénicos (como etanol ou acetona), detergentes, solucdes
concentradas de uréia e cloreto de guanidina e metais pesados (como chumbo ou mercdrio)
(MORAES et al., 2013). A estabilidade e integridade estrutural de proteinas oligoméricas sao
determinadas por suas interacOes inter e intracadeias (SRINIVAS et al., 2001) e os fatores
descritos sdo importantes por terem a capacidade de influenciar as interacdes (ligacbes de
hidrogénio, interacOes eletrostéticas, interacbes de Van der Waals) da estrutura nativa das
proteinas, pois em condicdes desfavorveis as interacfes que as mantém em sua conformacéo
nativa poderdo se desestabilizar, prejudicando a sua funcionalidade. Valores extremos de pH
podem induzir a uma desnaturagdo proteica, expondo regides hidrofobicas, o que podera gerar
agregados (por interacdo hidrofobica) levando & precipitacdo. Mudancas bruscas de
temperatura podem levar a desnaturacdo protéica afetando seu funcionamento e solubilidade
por desnaturar as proteinas, 0 que na maior parte dos casos leva & formacdo de agregados e
precipitacdo. E interessante observar que a desnaturacdo também pode ocorrer em baixas
temperaturas, sendo que cada proteina terd uma determinada estabilidade para uma dada
temperatura (MORAES et al., 2013).

2.3.5.1 Extrag&o de proteinas

Uma tipica proteina globular apresenta na superficie regides polares com cargas
positivas e negativas, regides polares sem carga ou hidrofilicas, e regibes apolares ou
hidrofobicas, e a distribuicdo dos residuos hidrofobicos e hidrofilicos na superficie das
proteinas determinara sua solubilidade em diferentes solventes. O carater polar ou apolar é
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determinado,sobretudo, pelos residuos de aminoacidos que se encontram na superficie da
proteina (PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2005).

Além dos aminoacidos, outras moléculas que fazem parte da estrutura da proteina
podem influenciar a solubilidade das proteinas. lons, oligossacarideos (glicoproteinas) e
lipideos (lipoproteinas) sdo esses agentes. As glicoproteinas sdo soliveis em solucdes
aquosas, pois os residuos de carboidrato sdo fortemente hidratados, enquanto as lipoproteinas
sdo relativamente insollveis em virtude da natureza hidrofébica do componente lipidico
(PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2005).

A formacgdo compacta de uma proteina globular é resultado das maltiplas dobras da
cadeia polipeptidica, efeito conhecido como enovelamento (folding), em que as principais
forgas estabilizadoras s&o as interagdes intramoleculares, como ligagcdes de hidrogénio,
interacOes de Van der Waals (interacfes hidrofobicas) epontes salinas. Em solu¢do aquosa o
folding é movido pela hidrofobicidade de tal forma que os residuos carregados e polares
tendem a se encontrar no exterior da proteina e os residuos apolares sdo encontrados no
interior da molécula. A proteina assume a conformacdo de acordo com sua sequéncia de
aminoécidos e promove 0 minimo contato dos residuos hidrofébicos com o solvente aquoso,
ou seja, ocorre uma interiorizagdo dos residuos hidrofébicos, maximizando as interacdes entre
residuos polares e o solvente. Mesmo assim, alguns residuos hidrofébicos permanecem na
superficie em contato com o solvente (PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2005).

Extratos lectinicos podem ser feitos a partir de uma solucdo salina (KONOZY et al.,
2003) ou usando tampdes (WITITSUWANNAKUL et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2002;
SUSEELAN et al., 2002; ROJO et al., 2003; ROUGE et al., 2003). Para a preparagdo do
extrato, o material € submetido a extracdo sob determinadoperiodo de tempo e condicGes de
temperatura estabelecidas, sob agitacdo constante.

A partir do extrato bruto, as proteinas podem ser isoladas por alguns métodos, tais
como o fracionamento de proteinas através da precipitacdo destas pelo aumento da
concentracdo de sais no meio (salting out). O sulfato de ambdnio, altamente hidrofilico,
remove a camada de solvatagdo das proteinas fazendo com que as mesmas se precipitem
(DELATORRE et al., 2006). Em alguns casos a precipitacdo salina da lectina com o sulfato
de amdnio estabiliza a atividade hemaglutinante mesmo apds o0 armazenamento prolongado
(KENNEDY et al., 1995). O polietilenoglicol (PEG) pode ser empregado também nesta etapa
afim de se obter as proteinas precipitadas pela remoc¢éo da proteina do meio aquoso (PESSOA
JUNIOR; KILIKIAN, 2005).A presenca de um inibidor de proteina ou carboidrato natural



Carvalho, A. S.  Purificacdo e caracterizacio de lectinas em sementes deApuleia...36

tem sido sugeridos para justificar os altos rendimentos obtidos ap6s extracdo ou precipitacao
salina (KOLBERG; SLETTEN, 1982; AGRAWAL; GOLDSTEIN, 1972).

As lectinas parcialmente purificadas pelo tratamento salino sdo geralmente submetidas
ao processo de dialise exaustiva em membranas semipermeaveis, método baseado na
separagdo de moléculas por diferencas de peso molecular; as proteinas ficam retidas dentro da
membrana enquanto moléculas menores (como carboidratos ou sais), presentes na amostra,

passam para a solucéo solvente (THAKUR et al., 2007).

2.3.5.2 Métodos cromatograficos

As operacdes cromatogréficas sdo empregadas para isolar e purificar o metabolito de
interesse dos demais, levando-o a pureza adequada ao seu uso.

Idealmente, a purificacdo desejada deve ser alcancada em uma Unica etapa
cromatogréfica a fim de evitar perdas do produto. A aplicacdo de mais de um processo,
porém, pode ser necesséria e eficiente, tendo em vista os fundamentos distintos que regem a
separagdo em cada método, o que possibilita a eliminacdo de diferentes impurezas por
métodos distintos (PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2005).

As lectinas podem ser purificadas & homogeneidade atraves de cromatografia de
afinidade (SUN et al., 2007), cromatografia de troca idnica (SANTI-GADELHA et al.,
2006)ou cromatografia de gel filtragio (MOURA et al., 2006). O que varia, principalmente,
sdo as matrizes que sdo utilizadas nessas cromatografias, cuja escolha depende da
especificidade a carboidratos (cromatografia de afinidade), carga liquida (cromatografia de
troca idnica) e tamanho molecular da proteina (cromatografia de gel filtrag&o).

A cromatografia por afinidade é uma técnica de separacdo que depende das interacdes
altamente especificas entre materiais bioldgicos, como por exemplo: enzima-substrato,
enzima-inibidor, antigeno-anticorpo e lectina-carboidrato. Um dos componentes dessa
interacdo, o ligante, é imobilizado em um suporte insolivel, matriz porosa, e 0 outro
componente é seletivamente adsorvido neste ligante previamente imobilizado. O componente
adsorvido pode ser eluido com uma solucdo que enfraqueca as interacdes entre os dois
componentes. Baseado neste principio, torna-se possivel separar uma proteina a partir de uma
mistura biolégica complexa, com base no reconhecimento e naligacdo da molécula-alvo as
estruturas especificas. Diferente das outras técnicas cromatograficas, o fundamento para a
separagdo das moléculas ndo se baseia nas diferencas das propriedades fisico-quimicas como
massa molar, solubilidade, hidrofobicidade e ponto isoelétrico, mas na afinidade
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biologica(PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2005). A aplicacdodesta técnica a purificagdo de
lectinas fundamenta-se na habilidade das lectinas se ligarem especificamente a suportes
polissacaridicos, através de ligacbes ndo-covalentes. A proteina desejada é obtida com alto
grau de pureza, alterando-se as condi¢des de pH, forga ibnica ou pela eluicdo com uma
solugéo contendo um competidor (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).Para o isolamento
eficaz de um carboidrato ou glicoproteina, o desenvolvimento de um suporte de afinidade
contendo lectina imobilizada é uma alternativa (ROSENFELD et al., 2005; LARSEN et al.,
2006).

A cromatografia de troca idnica é comumente utilizada para purificar proteinas por
apresentar a caracteristica de ser simples, de facil ampliacdo de escala, alta resolugdo, alta
capacidade de adsorcdo e versatilidade, alem de poder ser aplicada de forma analitica ou
preparativa, seja na pesquisa ou na industria. Nesta cromatografia hd uma etapa de adsorcéo
reversivel de moléculas de solutos eletricamente carregados a grupos com cargas opostas,
imobilizadas na fase sélida. Os solutos adsorvidos sdo subsequentemente eluidos apds serem
trocados por outros ions, com mesmo tipo de carga, porém com maior afinidade pela fase
estacionaria. Sdo os diferentes graus de afinidade eletrostatica entre a fase estacionaria e 0s
fons da fase mdvel que regem esse tipo de cromatografia. Tendo em vista que as proteinas
possuem uma carga elétrica liquida, resultante do somatdrio entre as cargas positivas e
negativas dos grupamentos em sua superficie, estas moléculas podem se ligar a uma matriz
solida contendo grupos com cargas elétricas opostas, permitindo a separacao entre proteinas e
contaminantes.

Os contra-ions, ou ions de substituicdo, serdo os responsaveis pela competicdo com a
proteina pela matriz sélida, causando a dessor¢do das proteinas da matriz. Para isto, estes ions
devem possuir carga elétrica do mesmo tipo da proteina(PESSOA JUNIOR; KILIKIAN,
2005).

Como a maioria das proteinas tem como caracteristica marcante o peso molecular
elevado, a cromatografia de gel de filtracdo ou de exclusdo molecular pode ser aplicada para
separar as proteinas de acordo com o tamanho. O principio basico desse método é que as
moléculas sofrem particdo, em virtude das diferencas de tamanho entre elas, quando se
encontram entre uma fase movel (solvente) e uma fase estacionaria de porosidade definida.
Assim, uma mistura de proteinas dissolvidas em solugdo flui, por gravidade ou com o auxilio
de bombas de pressdo, por uma coluna preenchida por esferas microscopicas de material
polimérico poroso altamente hidratado e inerte, previamente lavado e equilibrado apenas com

tampdo. A fase estacionaria caracteriza-se por apresentar uma faixa de fracionamento, o que
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significa que moléculas nessa faixa de massa molecular podem ser separadas. As moléculas
menores podem penetrar em todos 0s poros da matriz e, entdo, movem-se lentamente ao longo
da coluna, tendo acesso tanto a fase mével no interior dos poros quanto a existente entre as
particulas. Assim, em um cromatograma, as moléculas menores sdo as Ultimas a deixar a
coluna e as maiores, por sua vez, sdo eluidas antes que as outras. Esta modalidade de
cromatografia constitui a mais suave e a mais simples de todas(PESSOA JUNIOR;
KILIKIAN, 2005). A vantagem dessa técnica ndo é apenas separar a proteina desejada, mas
também preservar o padrdo natural de glicosilacdo (LARSEN et al., 2006; OPTIZ et al.,
2007), pois as proteinas possuem um grande nimero de grupos reativos e podem ser

imobilizados sem a destruicdo de sua estrutura ou fungdo (MONZO et al., 2007).

2.3.5.3 Métodos eletroforéticos

Métodos eletroforéticos sdo utilizados para a caracterizacdo estrutural das lectinas
(STRYER et al., 2004), assim como para verificar o grau de pureza das mesmas (COELHO;
SILVA, 2000). Através dessa técnica, a separacdo de macromoléculas proteicas pode ser feita
aplicando-se um campo elétrico numa matriz sélida de gel de policarilamida (PAGE) que
contém a mistura de interesse. Esse método baseia-se na migracdo das moléculas em relagéo a
um campo elétrico, devido a sua carga(STRYER et al., 2004). O gel funciona como uma
peneira molecular, permitindo a separagdo das proteinas por peso molecular (HAMES, 1998).
O gel de poliacrilamida € constituido de um polimero de acrilamida cuja polimerizacéo ocorre
na presenca de radicais livres, 0s quais sdo gerados pelo persulfato de aménio e estabilizados
pelo TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilenenodiamino). Apolimerizacdo também depende da
presenca do N’N’metileno-bis-acrilamida, que facilita a ligacdo das cadeias entre si, formando
um gel cuja porosidade é determinada pelo comprimento das cadeias e pelo grau de
interligacdo entre estas. (BUDOWLE; ALLEN, 1991)

A separacdo de proteinas pode ocorrer em condi¢fes desnaturantes, desdobrando a
proteina em suas subunidades constituintes e revelando a massa molecular das mesmas
(PAIVA et al., 2011a). A mistura de proteinas € dissolvida em tampdo de amostra. Este
tampao de amostra contém dodecil sulfato de sddio (SDS), que € um detergente anidnico que
rompe as ligaces ndo covalentes existentes na proteina nativa, resultando na sua
desnaturacdo. Neste tampdo também pode conter B-mercaptoetanol, que reduz as pontes de
dissulfeto existentes na proteina. (LAEMMI, 1970)
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A eletroforese bidimensional € um método de separagdo extremamente eficiente porque
as proteinas em uma amostra sdo separadas simultaneamente através da combinacdo de duas
etapas fornecendo informacbes sobre o seu ponto isoelétrico, massa molecular, expressao,
abundancia relativa e modificagdes pds-traducionais, verificadas pela alteragdo da mobilidade
eletroforética (PANDEY; MANN, 2000).

Dependendo da natureza dos complexos de proteinas a serem resolvidos, em 2D-
PAGE podem incluir focagem isoelétrica (IEF) ou eletroforese em gel de poliacrilamida de
uréia-acido acético (AU-PAGE) na primeira dimensdo, seguido de eletroforese em gel de
poliacrilamida em dodecil sulfato de soédio (SDS-PAGE ) na segunda. Portanto, esta técnica
combina fracionamento de proteinas de acordo com o ponto isoelétrico no IFE ou tamanho e
carga liquida na AU-PAGE com a separacdo de acordo com 0s seus pesos moleculares nos
géis de SDS-PAGE. (GORG et al., 2004; WEISS; GORG, 2009).

Na grande maioria dos casos, a segunda dimensdo é arranjada em SDS-PAGE. A fim
de maximizar a resolucdo, a primeira dimensdodeve ser tdo espacada quanto possivel, em
principios de separacdo. Embora este seja um conceito muito vago para eletroforeses
bidimensionais ndo classicas, a primeira dimensdo geralmente cai em trés categorias
principais, nomeadamentei) eletroforese de zona de desnaturagdo (BOOTH, 1977,
MACFARLANE, 1989), ii) eletroforese de zona nativa (SCHAGGER; VON JAGOW, 1991)
e na maioria dos casos iii) focalizacdo isoeléctrica desnaturante (MACGILLIVRAY;
RICKWOOQOD, 1974; O'FARRELL, 1975).

Por todas estas trés configuracbes basicas, muitas mudancas e adaptacGes
foramconcebidas ao longo dos anos para melhorar odesempenhodaseparagdo eletroforética
bidimensionale/ou adapta-las as necessidades experimentais. A palavra desempenho pode
englobar resolucdo de analitos, janela de analise em termos de parametros de proteina,
capacidade de carga e qualquer tipo de combinacao destes parametros (CHIARI; RIGHETTI,
1992: MILLER et al., 2006; WITTIG; SHAGGER, 2008).

2.3.5.4Métodos espectroscopicos
2.3.5.4.1 Espectroscopia de massas
A anélise por espectroscopia de massas é uma maneira analitica extremamente (til e

versatil para identificacdo ou caracterizagdo quimica de peptideos e proteinas. Um
espectrometro de massa é formado basicamente de duas partes: o sistema de ionizacdo das
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moléculas, responsédvel por vaporiza-las e carrega-las eletricamente, e o analisador de massa —
0 espectrometro de massa propriamente dito — que separa 0s ions resultantes de acordo com as
massas (CUNHA, 2006). A amostra é submetida a condi¢Ges experimentais especificas; entdo
as moléculas se ionizam e vaporizam e os ions de valores variados de massa/carga (m/z) sao
separados e detectados. O conjunto de valores m/z obtido possibilita a determinagéo da(s)
massa(s) molar(es) e estrutura(s) primaria(s) dos peptideo(s) e proteina(s) em estudo
(PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2005).

Trés modalidades de espectroscopia de massa sdo aplicaveis atualmente a analise de
peptideos: por bombardeamento rédpido de atomos (Fast Atom Bombardment Mass
Spectroscopy, FAB-MS), por spray de elétrons (Electrospray lonization Mass Spectroscopy,
ESI-MS) e por dessorcdo de matriz assistida por laser (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Mass Spectroscopy, MALDI-MS). Para a determinacdo de massa molar
de proteinas séo utilizadas as duas Gltimas modalidades, devido a faixa de detec¢do de massa
molar de até 7000 Da (FAB-MS), até 300.000 Da (ESI-MS) e até 70.000 Da (MALDI-MS)
(PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2005).

Uma amostra proteica, sob andlise na modalidade MALDI, é misturada
uniformemente com uma matriz 4cida, a qual transfere protons a amostra. A matriz absorve o
laser de nitrogénio (UV, comprimento de onda = 337nm) convertendo-o em energia térmica.
Entdo, a pequena matrizé aquecida rapidamente (fracdes de nanosegundos) sendo vaporizada
com a amostra. A dessor¢do das moléculas da matriz e da proteina faz com que elas passem
para o estado gasoso. Estar na forma ionizada e no estado gasoso é a condi¢do para que uma
molécula possa ser analisada por espectrometria de massas. Diferentes tamanhos de ions
positivos e negativos sdo extraidos da amostra e assumem uma dire¢do devido a existéncia de
diferenca de potencial entre o suporte da amostra e o eletrodo(CUNHA, 2006).

Combinado com o método acima, o sistema TOF (Time-Of-Fligh ou Tempo-de-Vé0)
é uma forma de detector do espectrdmetro de massa, o qual utiliza a diferenca de tempo-de-
vOo gracas as diferencas de tamanho das substancias ionizadas. Nesse sistema, as moléculas
ionizadas sdo aceleradas em um tubo sob vacuo e sem campo elétrico para a medida do seu
tempo de vOo até o detector. Esse tempo de véo é proporcional a massa molar da molécula.
H& uma diferenca de potencial e é constante para todos os ions. Entdo, quanto mais leve o ion,
mais rapido este "voa" atraves do espaco entre a amostra e o detector. Desta forma, a variagdo
das massas dos ions - indicada atraves da diferenca de tempo de v6o dos mesmos - é utilizada
na espectrometria de massa, sendo conhecida como MALDI-TOF(CUNHA, 2006).
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Trabalhos de sequenciamento por espectroscopia de massa sdo conduzidos
normalmente em equipamentos conjugados, ou seja, que possuem pelo menos dois
analisadores de massa. Tais equipamentos associam dois analisadores de massa em série e,
por isso, a técnica é conhecida como MS/MS (Mass Spectrosmetry), por alusdo a uma
espectroscopia de massa seguida de outra. Entdo, equipamentos com ionizacdo do tipo
MALDI com dois analisadores TOF, por exemplo, sdo citados como MALDI-
TOF/TOF(CUNHA, 2006).

2.3.5.4.2Espectroscopia de Dicroismo circular

Dicroismo circular (DC) é uma das mais sensiveis técnicas fisicas para determinar
estruturas e monitorar alteragdes estruturais de biomoléculas. Pode-se interpretar diretamente
as mudangas da estrutura secundaria proteica, apesar do método ser empirico (FASMANEet al.,
1996).

A luz polarizada plana pode ser vista como sendo constituida por dois componentes
polarizados circularmente de igual magnitude, um com rotacdo anti-horaria (canhoto, L) e o
outro no sentido horério (destro, R). Dicroismo circular (DC) refere-se a absorcao diferencial
destes dois componentes. Se, apds a passagem através da amostra a ser analisada, 0s
componentes L e R ndo sdo absorvidos ou s&o absorvidos em graus iguais, a recombinacao de
L e R regeneraria a radiacdo polarizada no plano original. No entanto, se L e R s&o absorvidos
em diferentes graus, a radiacdo resultante possui polarizacdo eliptica. Um sinal de DCé
observado quando um croméforo é opticamente ativopor uma das seguintes razdes: (a) €
intrinsecamente quiral devido a sua estrutura, por exemplo, um aomo de C com quatro
substituintes diferentes, ou a ligagéo dissulfeto que € quiral por causa dos angulos diedros da
cadeia de atomos de carbono, (b) esta covalentemente ligado a um centro quiral na molécula,
ou (c) é colocado num ambiente assimétrico em virtude da estrutura tridimensional adotada
pela molécula.Os equipamentos de DC (conhecidos como espectropolarimetros) medem a
diferenca de absorbancia entre os componentes R e L da luz circularmente polarizada,
mas geralmente, referem-se em termos de elipcidade (8) em graus (KELLY, 2005).

Num equipamento de DC, a luz polarizada plana é dividida nos componentes L e R
pela passagem através um modulador submetido a um campo elétrico alternado (50 kHz € a
frequéncia mais comumente empregada). O campo elétrico alternado induz alteracfes

estruturais do cristal de quartzo, as quais fazem a placa de transmissao de luz com polarizagao
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circular nos extremos do campo. A medida que a radiacdo emitida € alternada entre
componentes R e L, estes séo detectados, por sua vez, pelo fotomultiplicador (KELLY, 2005).

No que diz respeito aos requisitos do DC, deve notar-se que certos sistemas de tampéao
também podem causar problemas devido a sua elevada absorbancia a comprimentos de onda
baixos no espectro UV ou por interagdes indesejaveis, tais como agentes quelantes de ions
metalicos essenciais, 0 que pode ser um problema com os tampdes de fosfato, por exemplo. O
tipo de solvente, a concentracdo da amostra e 0 comprimento da trajetéria dptica podem ser
modificados para melhorar a qualidade do espectro medido (KELLY, 2005).

A conformagdo de uma molécula esta intimamente relacionada a sua atividade Optica
e, por isso, esta técnica € muito utilizada para monitorar mudangas conformacionais, bem
como para estimar o contetudo de estrutura secundaria de proteinas. O espectro de DC pode
apenas prover estimativas de percentual de residuos de aminoacidos na estrutura secundaria
(WOODY et al., 1994).

Os principais grupos opticamente ativos das proteinas sdo as ligagdes amida da cadeia
peptidica, monitoradas na regido do ultravioleta (UV) distante (190-250 nm); as cadeias
laterais arométicas e as ligagBes dissulfeto, monitoradas no UV préximo (250-360
nm)(FASMAN, 1996).

A facilidade da mensuracéo atraves do DC é atraente, mas ao contrario de outras duas
técnicas poderosas (difracdo de raios—x de cristais de proteinas e RMN para solucdes de
proteinas) ndo pode determinar a estrutura tridimensional proteica.Estes métodos empiricos
utilizam um conjunto de proteinas de referéncia com estrutura conhecida a partir de estudos
com difracdo de raios-x. Entdo, essas proteinas sdo presumidas terem a mesma estrutura no
estado cristalino e na solugdo aquosa (FASMAN, 1996).

H& quatro niveis de estrutura proteica. Cada proteina tem uma sequéncia definida de
amino&cidos, que constitui o primeiro nivel de organizagdo, a estrutura primaria. O proximo
nivel, a estrutura secundaria, refere-se aos arranjos regulares do esqueleto da cadeia
polipeptidica em a-hélice, folhas B e dobra B. O dobramento dos segmentos da estrutura
secundaria em uma molécula compacta em toda a cadeia polipeptidica é chamada estrutura
terciaria. Aquelas proteinas com subunidades arranjadas de maneira regular sdo ditas ter um
quarto nivel de organizacdo, a estrutura quaternaria(FASMAN, 1996). Portanto, devido ao
perfil espectral particular destes arranjos entre 190 e 250 nm (regido ultravioleta distante), o
DC pode identificar diferentes tipos de estrutura secundaria como a-hélice, folhas 3 e
estruturas desordenadas (WOODY et al., 1994).
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Proteinas podem ser agrupadas em quatro ou cinco classes, incluindo a estrutura
desordenada, de acordo com suas estruturas secundarias. Proteinas somente o tém apenas a-
hélice, e somente B tém quase exclusivamente folhas . E entendido que aquelas somente o ou
somente B ndo significa que possuam 100% a-hélice ou folhas . Proteinas o+ tém a-hélice e
folhas B geralmente em dominios diferentes, enquanto que proteinas a/f tém segmentos
alternados ao longo da cadeia peptidica. A quinta classe refere-se as proteinas desordenadas
ou desnaturadas que tém pouca estrutura organizada. (FASMAN, 1996).

Uma proteina somente a mostra um forte minimo duplo em 222 e 208-210 nm e um
forte maximo em 191-193 nm, que sdo caracteristicos de uma o-hélice (Tabela 4). A
intensidade das 3 bandas reflete a quantidade da helicidade na proteina. Uma proteina
somente [3 usualmente tem uma banda simples e negativa, e outra banda simples e positiva,
cujas intensidades sdo muito mais baixas que aquelas de a-hélice(Tabela 4). Seus espectros de
DC podem variar consideravelmente entre todas as proteinas somente . Todas as proteinas
somente 3 regulares se assemelham ao espectro de DC das folhas  (Lys),, e usualmente tem
uma banda minima simples entre 210-225 nm e uma banda forte maxima entre 190-200 nm.

Recentemente, um segundo conjunto de proteinas somente [ relatadas por Manavalan
e Johnson (1983)foi denominado de proteinas B-11. Seus espectros de DC tém uma banda forte
negativa proximo de 200 nm similar aquelas encontradas para as formas desordenadas. De
acordo com os dados da difracdo de raio-x, essas folhas  ou sdo altamente distorcidas ou
feitas de uma fita [ curta, irregular.

Para proteinas o+, as intensidades do espectro de DC relataram uma a-hélice
usualmente predominante sobre as folhas . Entdo, ambas as classes de proteinas geralmente
mostram duas bandas negativas em 222 e 208-210 nm e uma positiva proximo de 190-195
nm, similar as proteinas somente a(Tabela 4). As vezes uma banda simples e larga aparece
entre 210-220 nm por causa da sobreposicdo de varias bandas de a-hélices e folhas p. Para as
proteinas o/ o minimo é sempre enviesado em dire¢do a banda em 220 nm quando h4 um
banda larga minima(Tabela 4).

A classe de proteinas desordenadas inclui muitos oligopeptideos, polipeptideos curtos
com ligagdes dissulfeto ou grupos prostéticos e proteinas desnaturadas. Estes oligo- e
polipeptideos usualmente mostram um espectro de DC com uma forte banda negativa
proxima a 200 nm e alguns picos entre 220-230 nm, que podem ser ou positivo ou
negativo(Tabela 4)(FASMAN, 1996).

A estimativa de fracOes de estrutura secundaria esta apoiada no conceito de que o
espectro de DC de uma proteina é uma combinacdo linear de todas as fracdes de estrutura
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secundaria que a constitui. Dada a complexidade do espectro, a determinacdo quantitativa da
estrutura secundaria de uma proteina apenas pela analise do espectro de DC é inviavel. Por
outro lado, os métodos de desconvolucdo de espectros extraem diretamente as componentes
comuns dos espectros experimentais de DC, permitindo a obtengdo de suas curvas puras
(hélices-a, folhas-B, voltas-B, estruturas desordenadas, contribuicdo de residuos aromaticos,
pontes dissulfeto) e porcentagens que representam no espectro(SREERAMA; WOODY,
2000).

2.3.5.4.3 Espectroscopia de Fluorescéncia

A fluorimetria é muito utilizada para o estudo de alteragdes conformacionais em
proteinas, baseando-se na emissao da radiacdo eletromagnética devido a transicdes eletrdnicas
entre os estados eletronicos excitados e estados de menor energia. (LAKOWICZ, 1983).

Tendo absorvido energia e atingido um nivel mais elevado de vibragdo, a molécula

rapidamente perde seu excesso de energia vibracional por colisdo e cai para 0 menor nivel
vibracional. A molécula pode retornar a qualquer dos niveis de vibracdo do estado
fundamental, emitindo a sua energia sob a forma de fluorescéncia.
Na pratica, os espectros de absorcdo e emissdo raramente coincidem exatamente. A diferenca
representa uma pequena perda de energia pela interagdo da molécula de absor¢do com
moléculas de solvente circundante. A absorcdo de energia para produzir o primeiro estado
animado ndo perturba muito a forma da molécula e isto significa que os niveis distribui¢do da
vibragdo sdo muito similares entre o estado fundamental e o primeiro estado excitado. As
diferencas de energia entre as bandas do espectro de emissdo serdo semelhantes as do espectro
de absorcdo e, frequentemente, 0 espectro de emissdo serd aproximadamente a imagem
espelhada do espectro de absorcdo. Uma vez que a emissdo de fluorescéncia ocorre sempre a
partir do nivel mais baixo vibracional do primeiro estado animado, a forma do espectro de
emissdo € sempre 0 mesmo, apesar da alteragdo do comprimento de onda da luz de excitacéo
(PERKINELMER, 2000).

Dois tipos de croméforos sdo usados em andlise de fluorescéncia de macromoléculas —

fluordforos intrinsecos (contidos nas macromoléculas) e fluor6foros
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Quadro 4 -Espectros representativos de dicroismo circular de acordo com a estrutura secundaria
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extrinsecos (adicionados ao sistema). As proteinas contém croméforos intrinsecos, 0s residuos
de aminoacidos triptofano, tirosina e fenilalanina, cuja fluorescéncia é altamente especifica e
sensivel ao ambiente em que se encontram. Pequenas mudangas conformacionais envolvendo,
em particular o triptofano, e/ou suas vizinhangas, induzem resultados distintos no espectro de
emissao da fluorescéncia, no rendimento quantico ou no deslocamento do maximo de emissao
(LAKOWICZ, 1983).

Em uma proteina, a emissdo da fluorescéncia é a soma das contribuicdes de seus
fluor6foros individuais, que dependem do microambiente de cada residuo. Pequenas
alteragBes neste microambiente sdo reveladas pela fluorescéncia. Portanto, essa técnica é
capaz de estudar ocorréncias de mudancas conformacionais locais em nivel terciario,
principalmente na vizinhanca dos residuos de aminoacidos aromaticos, permitindo inferir-se
sobre 0 microambiente destes residuos no composto em estudo (LUCCA et al., 2005).

As lectinas podem também ser caracterizadas por fluorescéncia quanto as estruturas
primaria, secundaria, terciaria e quaternaria (TRINDADEget al., 2006; NAEEMet al., 2007;
SOL et al., 2007; TERADA et al., 2007).

2.3.6 Deteccéo e especificidade

As lectinas sdo, em sua maioria, di ou polivalentes e sdo capazes de formar pontes
entre carboidratos ou glicoproteinas, que se apresentam em solucéo ou ligadas a
membrana celular (Figura 4) (CORREIA et al., 2008).

A presenca de lectinas em uma amostra pode ser facilmente detectada a partir de
ensaios de aglutinacdo, nos quais elas interagem com carboidratos da superficie celular
através de seus sitios, formando diversas ligacfes cruzadas reversiveis entre células distintas
(Figura 5).

As lectinas podem aglutinar diversos tipos de células. O ensaio mais comumente
utilizado é o de hemaglutinacdo, o qual € realizado através de uma dilui¢éo seriada da amostra
contendo lectina e posterior incuba¢do com eritrcitos; a rede formada entre os eritrocitos
constitui o fendbmeno de hemaglutinacdo. O inverso da maior diluicdo em que se observa a

hemaglutinag&o (titulo) corresponde a atividade hemaglutinante (AH) (SANTOS et al., 2005).
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Figura 4 -Representagao esquematica da ligacéo da lectina a um carboidrato (A). As linhas
pontilhadas representam pontes de hidrogénio

Fonte: Kennedyet al. (1995).

Figura 5 -Esquema representando a aglutinacéo de eritrocitos promovida por lectinas. Rede de
aglutinagdo formada pela ligacdo de uma lectina aos carboidratos da superficie dos
eritrocitos (A). Inibi¢do da formacdo da rede de aglutinacdo por carboidratos livres
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Fonte: Paivaet al. (2011b).

A atividade hemaglutinante é detectada pela formacdo de uma rede ou malha
decorrente da interacdo entre a lectina e os carboidratos presentes na membrana dos eritrocitos
(NAEEM et al., 2007). O ensaio possibilita, alem da sua deteccdo, determinar a especifidade
de uma lectina, para carboidratos e/ou eritrocitos. Os eritrdcitos utilizados podem ser de

humanos ou de animais, os quais podem ser tratados enzimaticamente (com tripsina, papaina,
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entre outras) ou quimicamente (com glutaraldeido ou formaldeido), aumentando ou nédo a
sensibilidade das células a lectina (COELHO; SILVA, 2000; SANTOS et al., 2005).

Lectinas de Lotus tetragonolobus e Ulex europaeus, ambas especificas de fucose, sao
empregadas para identificar células tipo O; a lectina de Vicia graminea, especifica para
sangue tipo N, para diferenciar células N e M e a aglutinina PNA de Arachis hypogaea,
especifica para Gal (B1-3) GalNAc é empregada na deteccdo de poliaglutinagdo, uma
condicdo que acompanha processos de infeccdo viral e bacteriana, no qual eritrocitos
humanos tornam-se aglutindveis por anticorpos normalmente presentes no soro de individuos
adultos (L1S; SHARON, 1998).

Para assegurar que o agente aglutinante € uma lectina, sd0 necessarios ensaios
subsequentes de inibicdo da AH, utilizando-se uma solucédo do carboidrato ligante livre em
solugéo (WUet al., 2006).

A avaliacdo da AH de lectinas também pode ser realizada em diversas condigdes: em
diferentes valores de pH; ap6s serem submetidas a distintas temperaturas; apds exposicdo a
enzimas proteoliticas e na presenca de ions. O pH tem efeito variado sobre as lectinas,
podendo ou ndo afetar a AH(WITITSUWANNAKULet al., 1998). Algumas lectinas perdem
sua atividade em determinada faixa de pH (KONOZY et al., 2003) por causa da desnaturacdo
proteica causada (MORAES et al., 2013). Quanto ao efeito da temperatura, algumas lectinas
permanecem estdveis até 55-65°C, outras até 95°C (SUSEELAN et al., 2002), e a partir de
entdo, com a elevacdo da temperatura a AH decai até ser anulada ap6s haver desnaturagéo ou
permanecer inalterada. Apos tratamento com enzimas proteoliticas, a AH da lectina pode ser
alterada ou ndo(WITITSUWANNAKULet al., 1998), uma vez que os aminoacidos do
dominio de reconhecimento aos carboidratos em lectinas intactas ou parcialmente digeridas
podem vir a se ligar aos seus substratos (KING et al., 1980)

Os aminodcidos tém capacidade de se complexarem com fons Cu**, Zn*, Ni**, Co*" e
outros através do grupo a-amina e carboxilico e formarem quelatos relativamente estaveis.
Essa propriedade dos aminoacidos e, portanto, das proteinas, é explorada na ativagdo da
atividade hemaglutinante e em métodos de separagdo baseados na afinidade entre proteinas e
ions metalicos (PESSOA JUNIOR; KILIKIAN, 2005). Muitas lectinas contém metais e, em
alguns casos, existe evidéncia da necessidade de ions para sua atividade (SHARON; LIS,
1990). A lectina de E. speciosa, por exemplo, é um metaloproteina que contém Ca** e Mn?*,
quando tratada com EDTA, sua AH é totalmente perdida e restaurada apds a adicdo de Ca** e
Mn?* (KONOZY et al., 2003). Por outro lado, a lectina de H. tuberosus nio teve sua AH
abolida quando tratada com EDTA (SUSEELAN et al., 2002) .
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2.3.7 Propriedades bioldgicas e potencial biotecnoldgico de lectinas

As lectinas, por terem a habilidade de se ligar a mono e oligossacarideos, apresentam
uma variedade de efeitos biologicos, alguns dos quais servindo como base para a aplicacdo de
lectinas na investigacdo de atividades quimicas e bioldgicas, tais como agdes como:
estimulacdo da proliferacdo de linfocitos (MACIEL et al., 2004), macr6fagos (ANDRADE et
al., 1999)e neutréfilos (TIMOSHENKO et al., 1995), estimulacdo da producéo de interferon-
Y por linfocitos (MELO et al., 2010), atividade antiinflamatoria (MELO et al., 2010),
antitumoral (FANG et al., 2010; NUNES et al., 2012), antifingica (SA et al.; 2009a;
SANTANA et al., 2009; SOUZA et al., 2011), na elucidacdo da estrutura de proteinas e
carboidratos (KENNEDY et al., 1995),antibacteriana (SANTI-GADELHA et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2008; SA et al., 2009b; NUNES et al., 2011), antiviral (SATO et al.,
2011), hipotensiva (WANG et al., 1996), antinociceptiva (FIGUEIREDO et al., 2009) e
inseticida(MACEDO et al., 2007; SA et al., 2009b; PAIVA et al., 2011a; OLIVEIRA et al.,
2011).

Devido ao fato de algumas lectinas possuirem habilidade para mediar mucoadeséo,
citoadesdo e citoinvasdo de drogas (GABOR et al., 2004), essas moléculas tém sido
exploradas em sistemas de liberacdo de drogas, ja que células tumorais ou alteradas
expressam glicanas de superficie celular diferentes das células normais; podendo ser
utilizadas como potencializadoras da absor¢cdo de drogas, pois ao adicionar o transporte
vesicular, algumas lectinas sdo endocitadas pelas células epiteliais do trato gastrointestinal,
como mostram os estudos com aglutinina de gérmen de trigo (WGA), ConA e lectina de
tomate (BIES et al. 2004, LEHR, 2000). Lectina de folhas de Bauhinia monandra (pata-de-
vaca) e a lectina de Lens culinaris (lentilha) foram incorporadas e também adsorvidas na
superficie de nanoparticulas, mostrando ser ferramentas potenciais em medicamentos de
administracdo oral, com liberagdo controlada (RODRIGUES et al., 2003).

A observacdo de que os carboidratos podem gerar uma variedade ampla de isdmeros
devido a disponibilidade de varios grupos hidroxilas para a formacéo de ligacdes glicosidicas
levou o0s pesquisadores a compreender que o0s carboidratos complexos, por sua
microheterogenicidade, eram moléculas que podem estar envolvidas em processos de
sinalizacdo e transferéncia de informagéo entre células. Assim, a abordagem do sistema de
codificagdo bioldgica, sem a inclusdo dos carboidratos, seria incompleta (RUDIGER et al.,
2000; GABIUS et al., 2002).
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Nessse sentido, as lectinas tém sido usadas como ferramentas de destaque no campo
da tecnologia de bioreconhecimento. Com base na elevada capacidade de reconhecimento de
carboidratos, as lectinas se tornaram importantes em investigacoes estruturais e funcionais dos
carboidratos complexos e seu mapeamento a fim de analisar as mudancas na superficie celular
durante processos fisioldgicos e patolégicos (SHARON; LIS, 2001; GEMEINER et al., 2009;
XIE et al., 2009), diferenciacdo e transformacéo neopléasica (LI et al., 2008)e no tratamento de
condigdes pré-cancerosas (WROBLEWSKI et al., 2001). Dessa forma, as lectinas permitem
sua utilizacdo na Histologia e Patologia como ferramentas em ensaios citoquimicos para
localizacdo de glicoconjugados e residuos glicosilados e como ferramentas histoquimicas para
analises de estruturas de tecidos humanos normais e alterados (FRANCESCHINI et al., 2000;
PEDINI et al., 2001; LIMA et al., 2010).

A lectina de Cratylia mollis (feijdo camaratu) foi capaz de isolar a enzima lecitina
colesterol aciltransferase, importante no metabolismo do colesterol (LIMA et al., 1997); o

complexo pdde ser, entdo, utilizado para o estudo de glicoproteinas de soro humano.

2.3.7.1 Atividade Antimicrobiana de lectinas

Proteinas isoladas de tecidos vegetais mostraram forte atividade antibacteriana
(ORDONEZ et al. 2006) e antifingica (WANG; BUNKERS, 2000; WANG; NG 2003). A
habilidade que lectinas de plantas tém em reagir com carboidratos expostos na superficie
celular de micrdbios torna possivel ainda o emprego dessas biomoléculas como sondas-
diagndstico para identificacdo de bactérias patdgenas, com base na reacdo de aglutinacéo
seletiva entre lectina e bactéria (DOYLE; SLIFKIN, 1994), permitindo a investigacdo de
fatores de viruléncia, as estruturas de superficie e a identificacdo de bacterias (SLIFKIN; GIL,
1984).

Em 1936, Summer e Howell (1936) relataram que a concanavalina A podia aglutinar
varias Mycobacterium spp. Lectinas parcialmente purificadas a partir de sete plantas
medicinais do Sul da Africa foram avaliadas quanto ao efeito antibacteriano frente as
bactérias Staphylococcus aureus e Bacillus subitilis através de método de aglutinacéo,
apresentando efeito inibitério no crescimento das mesmas (GAIDAMASHVILI; VAN
STANDEN, 2002). A lectina extraida das folhas daSchinus terebinthifolius (SteLL) mostrou
atividade contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus e Candida albicans (GOMES et
al., 2013).
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A lectina de Dolichos biflorus foi utilizada para a identificagdo de estreptococos do
grupo C (SLIFKIN; GIL, 1984), mas tambéma lectina de Helix pomatia aglutinou na presenca
de estreptococos do grupo C isolados de cavalos e gado (SCHALLA et al., 1986).
Concanavalina A pode ser precipitada por varios polissacaridos bacterianosinteragindo
especificamente com as paredes celulares das bactérias que contém residuos glicosidicos com
0 é&cido teicdico, como no Lactobacillus plantarum, Staphylococcus aureus e Bacillus
subtilistARCHIBALD; COAPES, 1971; REEDER; EKSTEDT, 1971; DOYLE et al., 1982).
As lectinas de soja (SBA) tém sido utilizadas para ensaio para detectar o Bacillus anthracis
(COLE et al., 1984). O uso de aglutinina de soja para detectar um nimero muito baixo de
celulas vegetativas de Bacillus anthracis em suspencdo tamponada e esporos também tem
sido relatado (GRAHAM et al., 1984).

A parede celular de bactérias ndo s6 impede qualquer interagdo entre 0s
glicoconjugados na sua membrana e de proteinas de ligacdo a carboidratos, como também
impede que estas proteinas penetrem no citoplasma. Por isso, as lectinas de plantas que ndo
podem alterar a estrutura e/ou a permeabilidade da membrana ou perturbar 0s processos
intracelulares normais de microbios invasores. Se as lectinas desempenha um papel
importante na defesa da planta contra bactérias, deve ser por meio de um mecanismo indireto,
que se baseia em interacbes com os carboidratos da parede celular ou os glicanos
extracelulares. (BOBBARALA, 2012)

As interagOes entre lectinas de plantas e microorganismos tém sido aplicadas para a
identificacdo de bactérias, fungos e protozoarios, sendo Util para a caracterizacdo de
componentes celulares das bactérias e para a deteccdo de receptores de bacteriofagos
(NICOLSON, 1974; ETZLER, 1983; LIS; SHARON, 1986)

2.3.7.1.1 Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentragdo Minima Bactericida (CMB)

Concentragdes inibitérias minimas (CIM) sdo consideradas o “padrdo ouro” para a
determinacgéo da susceptibilidade dos organismos a microorganismos e sdo usados para julgar
0 desempenho de todos os outros métodos de teste de susceptibilidade.CIM sdo usados em
diagndsticos laboratoriais para confirmar uma resisténcia anormal, para dar uma resposta
definitiva quando um resultado limite é obtido por outros métodos ou quando métodos de
teste de difusdo em disco ndo séo apropriados (ANDREWS, 2001).

A CIM ¢ a medida da poténcia de uma droga antimicrobiana. A CIM ¢ definida como

a concentracdo minima de antibidtico que impede que a suspensdo transparente de
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10°UFC/mL de tornar-se turva apds a incubacdo; turbidez normalmente conota um aumento
na densidade bacteriana (LEVISON, 2004).

A atividade antimicrobiana de uma lectina é geralmente avaliada pela determinacéo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima (CBM) in vitro
apos incubacédo aerdbia por um determinado tempo em um meio a pH 7,2 (LEVISON, 2004).

A CIM e CBM séo determinados apds um intervalo fixo de tempo apds a exposicéo a
concentracdes de droga que permanecem constantes durante um periodo de incubacéo (24h),
mas ndo fornecem informacdes sobre a evolucéo temporal do efeito antimicrobiano que varia
em niveis quando em um paciente tratado com a droga. Estas condi¢des in vitro sdo muito
provavelmente diferentes das esperadas no local da infec¢do, em que o meio é frequentemente
acido e anaerobico, e uma quantidade variavel da droga pode-se ligar as proteinas de tecido.

Além disso, a CIM e MCB sdo medidas contra um inéculo bacteriano padrao (cerca de
10°unidades formadoras de colénias [UFC] por mililitro), que n&o corresponde

necessariamente a densidade bacteriana no local da infeccdo (10%°

UFC por grama de tecido
ou pus). O indculo in vitro é também na fase exponencial de crescimento, ao contrario da
maioria dos organismos de uma infeccdo estabelecida, que ndo estdo em crescimento.

Isolados de uma espécie em particular tém diferentes CIMs; cepas sensiveis tém CIMs

relativamente baixos e cepas resistentes tém CIM relativamente altas(LEVISON, 2004).
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3 METODOLOGIA

As metodologias aplicadas para a coleta do material vegetal, extracdo e purificacdo de
proteinas a partir das sementes da A. leiocarpa estdo descrita no artigo (Apéndice A).
Também estdo descritas as metodologias para cromatografia, eletroforese, espectroscopia de
massas, espectroscopia de dicroismo circular, espectroscopia de fluorescéncia, avaliagdo da
atividade hemaglutinante, dosagem proteica e avaliagcdo da atividade antimicrobiana.
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4 RESULTADOS

Os resultados da pesquisa estéo apresentados no artigo (Apéndice A).
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5 CONCLUSOES

e A ApulSL foi pré-purificada a partir das sementes de Apuleia leiocarpa (Voguel) J. F.
Macbride atraves de cromatografia em coluna de quitina e eluicdo com &cido acético apenas,
sem a necessidade de um fracionamento salino prévio com sulfato de aménio;

e A ApulSL aglutina eritrocitos de coelho e eritrécitos humanos dos tipos A, B e O,
provavelmente devido a sua capacidade de reconhecer o acglcar aminado N-
acetilglicosamina;

e A ApulSL ¢é uma lectina termorresistente; necessita da presencga de ions divalentes para ter
atividade; possui tirosina no cerne hidrofébico; é uma proteina de carater acido, de estrutura
conformacional desordenada e oligomérica, com um peso molecular total de 55,8 kDa;

eA ApulSL ndo apresentou atividade antifungica contra Candida albicans e Candida
tropicalis, mas apresentou atividade inibitoria contra cepas bacterianas Gram-positivas
(Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Xanthomonas campestris pv.
campestris, Xanthomonas campestris pv. viticola, Xanthomonas campestris pv.
malvacearum, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aerugiosa,
Salmonella enteritidis). A atividade bactericida da ApulSL foi observada contra as
variedades Xanthomonas campestris pv. campestris, Xanthomonas campestris pv. viticola e
Xanthomonas campestris pv.malvacearum, devendo ser melhor investigada quanto a sua

aplicacdo no combate das pragas causadas por essas bactérias.
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ABSTRACT

Apuleia leiocarpa (Fabaceae) is a tree found in Caatinga with great value in the timber
industry. Lectins are proteins that bind specifically and reversibly to carbohydrates and
therefore possess several biotechnological applications. This work reports the isolation,
characterization and antibacterial activity of ApulSL (Apuleia leiocarpa seed lectin). The
lectin was isolated from crude extract (in 150 mM NaCl) by chromatography on chitin
column. ApulSL adsorbed to the matrix and was eluted with 1.0 M acetic acid. Native
ApulSL was characterized as a 55.8-kDa acidic protein. SDS-PAGE showed three
polypeptide bands, whereas two-dimensional electrophoresis revealed four spots. Analysis of
the spots by MALDI TOF/TOF detected several peptides but without sufficient homology (<
30%) with the database proteins. Circular dichroism spectroscopy suggested a disordered
conformational structure and fluorescence spectrum showed the presence of tyrosine residues
in the hydrophobic core. The hemagglutinating activity of ApulSL was resistant to heating at
100°C for 2 h, Mn**-dependent and inhibited by N-acetylglucosamine, D(-)-arabinose and
azocasein. ApulSL demonstrated bacteriostatic and bactericide effects on Gram-positive and
Gram-negative species being more effective against three varieties of Xanthomonas
campestris (MIC ranging from 11.2 to 22.5 pg/mL and MBC of 22.5 pg/mL). This work
reinforces the importance of biochemical prospecting of Caatinga by revealing the

antibacterial potential of ApulSL.

Key-words: lectin; Apuleia leiocarpa; Xanthomonas campestris.



Carvalho, A. S.  Purificacdo e caracterizacio de lectinas em sementes deApuleia...76

INTRODUCTION

The Caatinga is a vegetation formation exclusively Brazilian that has been recognized
as one of the big natural regions or the world [1]. Although it is one of the most threatened
biomes on the planet, it is small the number of ethnobotanical studies being conducted in
Brazilian semi-arid region [2]. Ethnobotanical surveys are important to direct
ethnopharmacological and biospropecting studies aiming to found herbal medicines and other
biotechnologically relevant compounds [3].

Fabaceae (leguminous plants) is considered one of the families with the largest
number of species in dry and damp forests at the neotropics [4, 5]. This family is best known
because of the many species used for human consumption, such as soy, beans and peas. For
this reason, leguminous that are not used in the diet have been poorly studied as bioactive
sources of proteins with biotechnological potential (e.g. lectins and enzyme inhibitors) and
other compounds [6].

Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbride is a tree belonging to the sub-family
Caesalpinioideae of Fabaceae [7] and is commonly known in Brazil as “grapia” and “jatai”,
among other names. It has a wide distribution occurring from northeastern Brazil to Uruguay
and Argentina, preferably dwelling the mountain slopes and well drained soils [8]. Its wood
has multiple uses, serving the tanning industry [9], the timber industry [10] and construction
[8, 10]. Also, it has also potential for use in agroforestry systems [11] as well as with
ornamental and reforestation purposes [8].

Lectins are proteins from non-immune origin which bind specifically and reversibly
(non-covalently) to free sugars or to the subterminal or terminal residues of glycoconjugates
[12]. Lectins have been most studied in leguminous species because they are frequently high

abundant in the seeds of these plants [13] coming to constitute up to 10% of total protein [14].
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However, many lectins have been isolated and characterized from other plant tissues and
families [15, 16, 17, 18, 19].

Because they have the ability to bind mono- and oligosaccharides, the lectins exhibit a
variety of biological effects. These proteins have been used as tools in the field of
biorecognition technology for investigations of structure and function of complex
carbohydrates as well as in mapping of changes in cell surface during physiological and
pathological processes [20]. They also have shown immunomodulatory [21], anti-
inflammatory [22], antitumor [23], antifungal [24], antibacterial [25, 26], antiviral [27],
hypotensive [28], antinociceptive [29] and insecticidal activities [25, 30, 31].

The antimicrobial activity of lectins may result from their ability in interact with
carbohydrates exposed on the cell surface of microbes. The cell wall of bacteria precludes any
interaction between the glycoconjugates on their membrane and carbohydrate-binding
proteins and also prevents these proteins from penetrating the cytoplasm [32]. Thus it seems
indispensable that antibacterial lectins firstly interact with cell wall carbohydrates or
extracellular glycans before act at a membrane level. In this sense it has been demonstrated
that antibacterial lectins usually are able to interact with cell wall components such as N-
acetylglucosamine, N-acetylmuramic acid (MurNAc), tetrapeptides linked to MurNAc and
lipopolysaccharides [33].

The Xanthomonas campestris pv. campestriscauses black rot in all development stages
of plant and produces extracellular enzymes that promote plant cell wall degradation,
contributing to its pathogenicity [34]. The X. campestris pv. viticola is the causal agent of
bacterial canker of grapevine being considered a pest in the states of Bahia, Pernambuco and
Piaui from Brazilian northeastern [35]. X. campestris pv. viticolacan affect inflorescences
causing necrotic spots, cankers in rachis and also cause dark and roughly rounded lesions,

similar to cankers, on the berries [36]. The X. campestris pv. malvacearumattacks cotton
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crops and has caused major problems to this culture. This pathogen causes angular lesions in
the leaves, initially green and oily and, later, brown and necrotic. Control measures against
these bacteria are hampered because contaminated seed lots may allow disease
spreadingthrough long distances [37].

Despite the biochemical potential of species found at Caatinga and the growing
interest for the isolation and characterization of lectins, there are few studies in this sense
being conducted at this region. This work describes the purification, characterization and
antibacterial activity of a lectin extracted from the seeds of A. leiocarpa, constituting an effort

to expand the knowledge about bioactive compounds found in Caatinga plants.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Apuleia leiocarpa seeds were collected in at the National Park of Catimbau (PARNA
Catimbau), Pernambuco, Brazil, in the months of January to July 2011. The taxonomic
identification was performed in the Herbarium Dardano de Andrade Lima from the Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA) and the testimony material was archived in the same

herbarium under the number of 84,886.

Preparation of extract

The seeds of A. leiocarpa were dried at 45 °C and processed by grinding. The seed

flour was homogenized with 150 mM NacCl in a proportion of 10% (w/v) under agitation for 4
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h at 28 °C. The homogenate was filtered through filter paper, centrifuged at 3600 rpm for 15

min and the supernatant corresponded to the crude extract (CE).

Hemagglutinating activity (HA)

The presence of lectins was determined by hemagglutinating activity (HA) assay
performed in microtiter plates (Kartell SPA, Italy) according to Paiva and Coelho [38] using a
suspension (2.5% v/v) of human (A, B or O-types) or rabbit erythrocytes treated with
glutaraldehyde [39]. A hemagglutinating unit (titer) was defined as the reciprocal of the
highest dilution of sample which promoted full agglutination of erythrocytes [40]. The
specific HA was defined as the ratio between the titer and protein concentration (mg.mL™).

Inhibition of ApulSL HA was evaluated using carbohydrates and glycoproteins. The
lectin (50 pl) was incubated (45 min) with the inhibitor solution (50 ul) before adding the
erythrocyte suspension (50 pl). The concentrations of inhibitor solutions were 100 and 200
mM for carbohydrates [D(-) arabinose, L(+)-arabinose, fructose, fucose, glucose, galactose,
D-lactose, D(+)-maltose, mannose, methyl-a-D-mannopyranoside, N-acetyl-galactosamine,
N-acetyl-glucosamine, raffinose, rhamnose, and D(-)-ribose] and 250 and 500 ug.mL™ for
glycoproteins (azocasein, casein, fetuin, and thyroglobulin).

The effect of divalent ions (Ca**, Mg** e Mn?*) on the ApulSL HA was evaluated. The
lectin was previously dialyzed against 5 mM EDTA (16 h at 4 °C) and then against 150 mM
NaCl (6 h at 4 °C) to remove the EDTA. The dialyzed ApulSL (50 pL) was incubated (45
min) with 10 mM Ca**, Mg** or Mn®and then HA was determined.

The effect of temperature on the ApulSL HA was evaluated by heating an aliquot of
ApulSL (1.5 ml) at different temperatures (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 and 100 ° C for up to 2 h;

121°C in an autoclave for 30 min) prior to HA assay.
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The ApulSL HA was also evaluated after it was boiled (5 min at 100 °C) mixed with
SDS-PAGE sample buffer (1.0 M Tris-HCI pH 6.8; 0.2 g SDS; 1.0 ml glycerol; 2 mg
bromophenol blue). Control assay was also performed incubating erythrocytes only with

buffer.

Protein content

Protein concentration was determined according to Lowry et al. [41] using a standard
curve of bovine serum albumin with values between 31.25 and 500 pg/ml. The estimation of

protein concentration was also performed using the absorbance at 280nm.

Purification of ApulSL

The CE (1.0 mg of protein) was loaded onto a chitin (7.5 x 1.5 cm) column. The
column was washed with 150 mM NaCl until absorbance at 280 nm was lower than 0.030.
Elution was performed with 1.0 M acetic acid. Fractions of 2 ml were collected every 6
minutes and monitored for protein by absorbance at 280 nm. The fractions with absorbance
>0.100 were pooled (ApulSL) and dialyzed in aqueous 150 mM NaCl to remove the acetic

acid.

Gel filtration chromatography

A sample of ApulSL(500 pg) in 150 mM NaCl was loaded onto a Hiprep Sephacryl™

16/60 S100 HR column (GE Healthcare, Sweden) coupled to a AKTA prime system in order

to determine the molecular mass of the native protein. The chromatography was performed a
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flow rate of 0.5 mL/min in 150 mM NaCl; 3ml fractions were collected and the protein
elution was monitored by absorbance at 280 nm. Molecular mass standards phosphorylase b
(97kDa), albumin (66kDa), ovalbumin (45kDa), carbonic anhydrase (30kDa), trypsin

inhibitor (20.1 k Da), and a-lactalbumin (14.4kDa) were similarly chromatographed.

Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)

PAGE for native acidic proteins [15% gel (w/v)] was carried out according to Davis
[42] and for native basic proteins was performed according Reisfeld et al. [43]. Polypeptide
bands were stained with 0.02% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 in 10% acetic acid (for
acidic proteins) or 1% Amido Black in 10% acetic acid (for basic proteins).

Electrophoresis on 15% (w/v) polyacrylamide gel in presence of sodium dodecyl
sulfate (SDS-PAGE) was performed according to Laemmli [44]. Polypeptide bands of
ApulSL and standard molecular mass (bovine albumin, 66 kDa; ovalbumin, 45 kDa;
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 36 kDa, bovine carbonic anhydrase, 29 kDa;
bovine trypsinogen, 24 kDa, trypsin inhibitor soybean, 20.1 kDa; a-lactaloumin, 14.4 kDa; all
purchased from Sigma-Aldrich, USA) were stained with 0.02% (w/v) Coomassie Brilliant

Blue R-250 in 10% acetic acid.

Two-dimensional electrophoresis

ApulSL (200 pg) was mixed with 250 ul of rehydration buffer containing 8 M urea,
2% (w/v) CHAPS, 20 mM dithiothreitol (DTT), 0.5% IPG buffer (GE Healthcare,
Piscataway, NJ, USA), and 0.002% (w/v) bromophenol blue. The samples were loaded in IPG

(immobilized pH gradient) strip (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) with 13 cm and a
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linear pH range of 3.0 to 10.0. The isoelectric focusing was performed on Ettan IPGphor 111
system (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA) following the manufacturer's protocol. Before
running the second dimension electrophoresis, the strip was equilibrated for 15 min in fresh
buffer (6 M urea, 30% (v/v) glycerol, 2% (w/v) SDS, 100 mM Tris-HCI pH 8.8) with the
addition of 100 mM DTT and then for 15 minutes in buffer supplemented with 0.25 M
iodoacetamide. The equilibrated IPG strip was transferred to 12.5% (w/v) SDS-PAGE gel.
The proteins in the gel were visualized by staining with Coomassie Brilliant Blue R-250.
Images of the stained gel were acquired with scanning resolution of 300 dpi and 16-bit pixel
depth and then analyzed using the software Image Master 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare,

Piscataway, NJ, USA).

Mass Spectroscopy (MALDI-TOF/TOF)

The digestion of the proteins in the 2D-gel was performed as described by Shevchenko
et al. [45] with minor modifications. Trypsin was used at a concentration of 25 ng/mL and the
alkylation step and the reduction in-gel were omitted. The peptides obtained after digestion
were dissolved in 10 ml of 0.1% trifluorocetic acid (TFA). A saturated solution of the
matrixalpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid (4 mg/mL) in 50% acetonitrile and 0.3% TFA
was mixed with sample (1:1), placed on target plate Chip Anchor 800/384 (BrukerDaltonic
GmbH) and dried under laminar airflow for recrystallization. For calibration of mass
spectrometer, 0.5 ul standard peptides (Bruker Daltonik GmbH) were placed on the target
with 0.8 mL of matrix and also allowed to recrystallize. The samples were analyzed in a mass
spectrometer MALDI-TOF/TOF (Ultraflex, Bruker Daltonics) in reflectron mode. Peptides

with a signal to noise ratio above 100 MS/MS were analyzed using the LIFT technology that
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is embedded in Ultraflex spectrometer. On average, 10 MS/MS spectra were measured for
each protein digested.

Data analysis was performed using BioTools software 3.0 (Bruker Daltonik) and
search engine MASCOT (Matrix Sciences, UK). Searches were performed using the
following parameters: a mass tolerance of 0.7 Da was adjusted to fragmented ions. Trypsin
was defined as the proteolytic enzyme with two missed cleavages permitted. Charge state
1+was used. Carbamidomethylation of cysteine residues was used as a fixed modification,
and oxidation of methionine residues was defined as a change in the variable. MSDB,
Swissprot and NCBInr databases were usedto identify proteins or MASCOT search engine

available online (Matrix Science, UK).

Circular dichroism (CD) spectroscopy

CD measurements were performed using a spectropolarimeter (JASCO J-810, Tokyo,
Japan). The protein concentration was 300 ug.ml™ in water and the assays were performed at
25 °C. The CD spectra were measured in the far UV range (190-250 nm) in quartz cuvette
with 10 mm optical path. The baselines (only water) were subtracted from the protein spectra.
Results were expressed as mean residue elipicity [0], defined as [6] = és/(10.C.1.0.), where
Gops 1S the CD in millidegrees, C is the protein concentration (M),l is the path-length of the
cuvette (cm), and n is the number of amino acid residues, assuming an average of 469

residues according to results from gel filtration chromatography.

Fluorescence spectroscopy
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Intrinsic fluorescence assay was performed on a spectrofluorimeter (JASCO FP-6300,
Tokyo, Japan). The intensity of fluorescence emission of hydrophobic residues from the
protein in water was measured at 25°C in a rectangular quartz cuvette with a path length of 10
mm. For measurements of intrinsic fluorescence, excitation was at 280 nm and emission at
305-450 nm was recorded using filters of 10 nm. The contribution of the solvent (distilled
water) was subtracted. The center of spectral mass (CM) was calculated according to the
equation: CM = Y LR,/ 3 F), where F, stands for the fluorescence emission at wavelength I,

and the summation was carried out over the range of appreciable values of F.

Antibacterialactivity

Strains of the Gram-positive bacteria Enterococcus faecalis (ATCC 6057/ UFPEDA
138), Streptococcus pyogenes (UFPEDA 07), Micrococcus luteus (ATCC 2225/ UFPEDA
320), Bacillus subtilis (ATCC 6633/ UFPEDA 86), Bacillus cereus (ATCC11778/ UFPEDA
213), Staphylococcus aureus (ATCC 6538/ UFPEDA 02), Staphylococcus epidermidis
(UFPEDA 183) as well as the Gram-negative bacteria Escherichia coli (ATCC 25922/
UFPEDA 224), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853/ UFPEDA 416), Klebsiella
pneumonia (ATCC 29665/ UFPEDA 396), Salmonella enteritidis (UFPEDA 415), and
Shigella sonnei (UFPEDA 413) were provided by the Department of Antibiotics,
Universidade Federal de Pernambuco, Brazil. The Gram-negative species Acidovorax
citrulli (Ac 1.12), Pectobacterium carotovorum (Pcc 31), Ralstonia solanacearum (Rsol
CM10R22), Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv 137), Xanthomonas campestris
pv.malvacearum (Xcm 11.2.1) and Xanthomonas campestris pv.campestris (Xcc 53) were

provided by the Collection of Phytopathogenic Bacteria belonging to the Laboratorio de
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Fitobacteriologia, Area de Fitossanidade from the Department of Agronomy of the
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Stationary cultures were maintained on nutrient agar (NA) or Miller Hinton agar and
stored at 4°C. To determine the antimicrobial activity, bacteria were grown on Mdller Hinton
Broth at 37 °C for 24h. The cultures were adjusted turbidimetrically to 0.5 in McFarland
scale.

Aliquot (150 pl) of ApulSL (0.36 mg.ml™ in 150 mM NaCl) was diluted 1:2 into 150
pl of Nutrient Broth (NB) or Muller Hinton Broth and serially diluted to a final ratio of
1:2048. Next, all wells were inoculated with 20 pl of bacterial culture and incubated at 37 °C
for 24 h. Negative control contained NB and microorganism.Controls containing NB + 150
mM NaCl + microorganism were also done. After incubation, the optical density at 490 nm
(OD4g0) was measured using a microplate reader. The minimum inhibitory concentration
(MIC) was determined as the lowest concentration of lectin in which there was a =50%
reduction in optical density (growing bacterial) relative to OD4g0in negative control [46].

To determine the minimum bactericidal concentration (MBC) inoculations (10 ul)
from wells treated with ApulSL that were found to inhibit bacterial growth were transferred to
Miller Hinton Agar plates and incubated at 37 °C for 24 h. The lowest concentration which

shows no bacterial growth was registered as MBC. The assay was performed in triplicate.

RESULTS

Purification and structural characterization of ApulSL

CE from A. leiocarpa seeds showed HA of 256, which was totally lost after heating at

100 °C for 1 h and partially inhibited by N-acetylglucosamine (100 mM). The CE was then
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chromatographed on chitin column (Figure 1). The nonadsorbed fractions did not show HA
and elution with 1.0 M acetic acid gave a single active protein peak; all the fractions
containing HA were pooled and the preparation was named ApulSL. ApulSL showed specific
HA higher than that of the CE as shown in Table 1.

Analysis of ApulSL by gel filtration chromatography evidenced a single peak
corresponding to a native molecular mass of 55.8 kDa (Figure 2). In PAGE for native acidic
proteins a single band was detected (Figure 2, inset 1) while no band was detected in native
PAGE for basic proteins. SDS-PAGE of ApulSL revealed three polypeptide bands with
molecular masses 22, 16 and 14 kDa (Figure 2, inset 2). ApulSL was then evaluated by two-
dimensional electrophoresis and four spots could be visualized (Figure 3). The isoelectric
point (pl) and molecular mass of each spot were: 5.4 and 21.0 kDa (spot 1); 5.6 and 16 kDa
(spot2); 6.4 and 16 kDa (spot 3); 7.1 and 14 kDa (spot 4).

The four spots were then trypsinized and analyzed in MALDI TOF/TOF. The
hydrolysis of spots 1, 2, 3 and 4 yielded 10, 9, 8 and 7 peptides, respectively and the average
isotopic masses of the peptides are shown in Table 2. The peptides sequences showed a low
level of homology (<30%) with sequences contained in the protein databases.

CD spectrum of ApulSL (Figure 4A) showed that this protein did not contain regions
of B-sheet or a-helices in its structure being its profile similar to the spectrum of proteins with
disordered structure.The intrinsic fluorescence spectrum of ApulSL showed one major peak at

332 nm (Figure 4B), indicating the presence of tyrosine in the highly hydrophobic core.

Characterization of ApulSL HA

The ApulSL presented HA with all erythrocytes tested, showing the following

ascending order of preference: human erythrocytes types A and B (specific HA of 4876),
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human erythrocytes type O (specific HA of 9752) and rabbit erythrocytes (specific HA of
19,504).

ApulSL had its HA partially inhibited by N-acetylglucosamine and D(-)-arabinose
(100 and 200 mM) and totally inhibited by azocasein (250 and 500 mg.mL™). ApulSL proved
to be a ion dependent lectin since the HA dropped from 512 to 16 after dialysis against
chelating agent EDTA and was partially restored by 10 mM Mg**, fully restored by 10 mM
Ca’* and stimulated by 10 mM Mn**(Table 3). Only the ion calcium did not stimulate HA of
ApulSL non-treated with EDTA, being manganese the most stimulating ion (Table 3).The
lectin showed to be thermo-stable since its HA was preserved after heating at 100 °C for 2 h.

ApulSL showed a reduction in HA by half after had been autoclaved for 30 min.

Antimicrobial activity

ApulSL showed inhibitory activity against the Gram-positive bacteria B.subtilis, B.
cereus, E. faecalis, M. luteus, S. pyogenes, and S. aureus (Table 4), with the smallest MIC
(45.12 pg/ml) against Bacillus species. It was not detected bactericidal activity against Gram-
positive bacteria.

The Gram-negative species inhibited by ApulSL were X. campestris pv. campestris, X.
campestris pv. viticola, X. campestris pv. malvacearum, K. pneumoniae, E. coli, P.
aeruginosa, and S. enteritidis, with the lowest MIC (11.2 pg/ml) against X. campestris pv.
campestris(Table 4). ApulSL was bactericide (MBC of 22.5 pg/ml) only against the three
varieties of X. campestris. The ratio MBC/MIC ranged between 1 and 2 indicating the

effectiveness of ApulSL as a bactericide agent.

DISCUSSION
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This study shows that seeds of A. leiocarpa, a legume with consecrated application in
the timber industry, contain a lectin. The first evidence of lectin presence in the seeds was the
fact that the HA of the crude extract was lost after heating suggesting that erythrocyte
agglutination was promoted by a protein. The inhibition of HA by N-acetylglucosamine
revealed that agglutination was linked to a carbohydrate-binding protein .ApulSL was well-
extracted by using saline solution (150 mM NaCl) similar to many other proteins that are
solubilised with aid of a low ionic strength, generally around 0.15 to 0.2 M [47].

The inhibition of HA from extract by N-acetylglucosamine (chitin monomer),
stimulated the chosen of this matrix for lectin isolation. Lectin purification was evidenced by
the highest specific HA of ApulSL obtained after chitin chromatography in comparison with
extract. PAGE for native acidic proteins revealed the homogeneity of ApulSL.

The results obtained by gel filtration chromatography and SDS-PAGE suggested that
ApulSL is trimeric protein with native molecular mass of 55.8 kDa composed by three
distinct subunits. Two-dimensional electrophoresis revealed two molecular forms of the 16-
kDa subunit (with isoelectric points of 5.6 and 6.4), which suggests that there are two lectin
isoforms that have minor differences in amino acid composition of this subunit.

The mass spectrometry (MALDI TOF/TOF) gave us the averages of isotopic masses
of the several peptides obtained after digestion of ApulSL spots. However, the lack of
sufficient homology with protein sequences of databases did not allow elucidation of the
primary sequence of this protein by peptide mass fingerprint. Thus the primary structure of
ApulSL remains to be determined directly by other techniques in the future. Analysis by
circular dichroism and fluorescence spectroscopy revealed that ApulSL is a protein with

disordered structure and possess tyrosine residues at its hydrophobic core.
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ApulSL showed good resistance to heating similarly to others lectins that were stable
after being heated at 100°C such as Ganoderma capense mushroom lectin [48] and the lectin
from the Moringa oleifera seeds, cMoL [49]. A disordered structure (which does not mean
that there is no conformational stability) can be linked to the stability of ApulSL at different
temperatures. According to Oxender and Fox [50], since less energy is required to maintain a
disordered tertiary structure, the protein has high conformational entropy and, consequently, a
greater stability.

ApulSL is an ion-dependent protein because its HA was significantly reduced after
treatment with EDTA and partially or fully restored by cations. Another lectin with similar
ion-dependent behavior is the lectin extracted from the Kalanchoe crenata leaves [51].
Several lectins contain metal ions, mainly Mn®* and/or Ca?*,and it has been demonstrated the
requirement of the metal ions for lectin activity. These metal ions can be located close or
inside the carbohydrate-binding site serving to maintain the integrity of the lectin subunits
and/or to help the positioning of amino acid residues for carbohydrate binding [52]. The HA
inhibition assays revealed that ApulSL has highest affinity for N-acetylglucosamine and D(-)-
arabinose as well as the glycoprotein azocasein.

Despite presenting HA with all erythrocytes tested (A, B, O and rabbit), ApulSL
showed preference for O-type blood. Among the sugars that comprise antigens glucose,
galactose, fucose and N-acetylglucosamine are common in all four blood groups and
constitute the main antigenic structures of O group [53].

The N-acetylglucosamine (GIcNAC) is part of the composition of peptidoglycan or
murein, present in the cytoplasmic membrane of almost all eubacteria [54]. The chains of
these glycans are composed by alternating units of N-acetylglucosamine and N-acetylmuramic
acid (MurNAc).The GIcNAc is present in both Gram-positive and Gram-negative bacteria but

is more exposed in Gram-positive [55]. This amino sugar plays important roles in bacteria by
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participating in cell signaling, colonization of human hosts (formation of fimbriae or pilus that
mediate adherence to host cells), and as component of the Curli fibers that promote the
biofilm formation [56, 57, 58,59].

Among the tested species X. campestris varieties were more susceptible to ApulSL. A
previous report showed that the lectin extracted from the nitrogen-fixing soil bacterium
Paenibacillus polymyxa was bactericide against X. campestris [60]. They suggested that
antibacterial effect is a result of interaction of lectin with specific receptors at cell membrane,
inducing conformational alterations and concurrent malfunction of the metabolism of
bacterial cells. In other study it was found that GIcNAc passively diffuses through the cell
wall of X. campestris pv. campestris, indicating a possible use of this monosaccharide as
substrate for this bacteria and its metabolic importance [61]. In this sense it is possible that
interaction of ApulSL with GIcNAc interferes on its use by bacterial cells.

Among the bacteria that ApulSL inhibited, the majority is not D(-)-arabinose
fermenter (E .faecalis, S. pyogenes, M. luteus, B. cereus, S. aureus, E. colia nd P.
aeruginosa). Thus it seems that the inhibitory effect of ApulSL was not a result of damage to
capture of this monosaccharide from the medium. However, this may be a justification for the
growth inhibition of the D(-)-arabinose fermenters B. subtilis, K. pneumoniae and S.
enteritidis [62, 63,64, 65, 66].

In their studies about the lectin-microorganisms interaction, Gaidamashvili and Van
[67] observed that plant lectins are able to promote agglutination when bind the carbohydrates
exposed on the cell surface of microorganism. Therefore, it is possible that lectins exert
inhibitory effect on microbial growth by agglutination.

Since the ApulSL showed bacteriostatic and bactericidal activities against three
varieties of X. campestris, further studies are needed for better understand the mode-of-action

of this molecule and propose strategies for possible application for the control of these
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phytopathogens. In conclusion, this work reports the purification and characterization of a

novel antibacterial lectin reinforcing the importance of biochemical prospecting of Caatinga

plants.
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Figure 1.lsolation of Apuleia leiocarpa seed lectin (ApulSL) by chromatography of crude
extract on chitin column. Arrow indicates the addition of the eluent 1.0 M acetic acid.

Fractions of 2.0 ml were collected. Each dot represents the average of three experiments.
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Figure 2. Profile of native ApulSL on gel filtration chromatography on a Hiprep 16/60

Sephacryl S-100HR column coupled to AKTA prime system. Sample (500 pg) was injected
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and eluted (2.0 mL fraction) with 0.15 M NaCl. The insets represent PAGE for native acidic

proteins (1) and SDS-PAGE of ApulSL (2).
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Figure 3.Two-dimensional electrophoresis of ApulSL. It can seen four spots with the

following molecular weights and isoelectric points: 21 kDa and 5.4 (Al); 16 kDa and 5.6
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(A2); 16 kDa and 6.4 (A3); 14kDa and 7.1 (A4). The gel was stained with Coomassie

Brilliant Blue.
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Figure 4.Structural characterization of ApulSL. (A) Circular dichroism spectrum of ApulSL

showing a negative peak at 212 nm. Spectrum is similar to that of proteins with disordered
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structure. (B) Intrinsic fluorescence spectrum of ApulSL showing a main peak at 332 nm,

indicating the presence of tyrosine in the hydrophobic core.
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Table 1.Summary of purification of Apuleia leiocarpa seed lectin (ApulSL).

Sample HA Protein (mg/mL) Specific HA Purification (fold)
CE 256 3.87 66.15 1.0
ApulSL 512 0.062 8,258 124.8

CE: crude extract. HA: hemagglutinating activity
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Table 2.Mass spectrometry analysis of peptides originated after digestion by trypsin of

ApulSL spots (Al, A2, A3 and A4).

Average isotopic mass of peptides (Da)

Al A2 A3 Ad

1206.532  905.820 905.810 893.360

1352.730  1107.947  951.825 951.812

1476.738  1490.364  1107.981  1107.940

1611.091  1666.573  1490.228  1494.255

1767.331  1742.283  1822.611  1822.570

1851.392  1822.643  2384.804  2384.741

1991.691  2384.789  2501.891  2502.013

2152.761  2502.138  2717.900

2385.857  2706.487

2719.185
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Table 3.Evaluation of the ion dependence of ApulSL hemagglutinating activity.

Assay condition Hemagglutinating activity
Non-treated ApulSL EDTA-treatedApulSL?
Without ion addition 512 16
With 10 mMMg** 8.192 64
With 10 mMCa** 256 256
With 10 mMMn?* 32.768 1.024

ApulSL concentration in all assays: 88 pg/mL.%Lectin was treated and treated with 5 mM

EDTA.
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Table 4.Antibacterial activity of the ApulSL againstGram-positive and Gram-negative

species.
Species (ul\g /Ircn:l) (:Ig/Brrcl:l) MBC/MIC
Bacilluscereus(+) 45.12 >180.5 ND
Bacillus subtilis(+) 45.12 >180.5 ND
Enterococcus faecalis(+) 90.25 >180.5 ND
Escherichia coli (-) 180.5 >180.5 ND
Klebsiellapneumoniae(-) 45.12 >180.5 ND
Micrococcusluteus(+) 90.25 >180.5 ND
Pseudomonasaeruginosa(-) 180.5 >180.5 ND
Salmonella enteritidis(-) 180.5 >180.5 ND
Staphylococcus aureus(+) 180.5 >180.5 ND
Streptococcus pyogenes(+) 180.5 >180.5 ND
Xanthomonascampestrispv.campestris(-) 11.2 22.5 2
Xanthomonascampestrispv.malvacearum(-) 22.5 22.5 1
Xanthomonascampestrispv.viticola(-) 22.5 22.5 1

ND: not determined.(+): Gram-positive. (-): Gram-negative.
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to focus primarily on at least one named biological macromolecule. This naming should appear in the title, the
abstract and the text of the paper

Introductory information

Please follow the Guide For Authors instructions carefully to ensure that the review and publication of your paper
is as swift and efficient as possible. These notes may be copied freely.

All contributions are read by two or more referees to ensure both accuracy and relevance, and revisions to the
script may thus be required. On acceptance, contributions are subject to editorial amendment to suit house style.

When a manuscript is returned for revision prior to final acceptance, the revised version must be submitted as
soon as possible after the author's receipt of the referee's reports. Revised manuscripts returned after four
months will be considered as new submissions subject to full re-review.

Types of paper

Contributions falling into the following categories will be considered for publication:

« Original high-quality research papers (preferably no more than 20 double-line-spaced manuscript pages,
including tables and illustrations)

« Short communications, for rapid publication (no more than 10 double-line-spaced manuscript pages including
tables and figures)

International Journal of Biological Macromolecules also publishes book reviews, conference reports and a
calendar of forthcoming events.

Contact details for submission

Articles should be submitted to http://ees.elsevier.com/ijbiomac/. For queries, please refer to our support page
athttp://epsupport.elsevier.com.

g Before You Begin

Ethics in publishing

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication
seehttp://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/journal-authors/ethics.

Human and animal rights
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If the work involves the use of animal or human subjects, the author should ensure that the work described has
been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki)
for experiments involving humans http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html; EU Directive
2010/63/EU for animal experiments http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/legislation_en.htm;
Uniform Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals http://www.icmje.org. Authors should
include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for experimentation with human
subjects. The privacy rights of human subjects must always be observed.

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any financial, personal or
other relationships with other people or organizations within three years of beginning the submitted work that
could inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. See
alsohttp://www.elsevier.com/conflictsofinterest. Further information and an example of a Conflict of Interest form
can be found at: http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/286/p/7923.

Submission declaration

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in the form of
an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an electronic preprint,
seehttp://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under consideration for publication elsewhere, that its
publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was
carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere including electronically in the same form, in
English or in any other language, without the written consent of the copyright-holder.

Results submitted for publication should refer to their previous findings in the same way as they would refer to
results from a different group. This applies not only to figures or tables, or parts of them, but has to be understood
in a wider sense.

Contributors

Each author is required to declare his or her individual contribution to the article: all authors must have materially
participated in the research and/or article preparation, so roles for all authors should be described. The statement
that all authors have approved the final article should be true and included in the disclosure.

Each author should have participated sufficiently in the work to justify authorship. This participation must include:
(a) critically important intellectual contribution to the conception, design, and/or analysis and interpretation; (b)
drafting the manuscript or critically reading it; and (c) thorough reading and final approval of the version to be
published. Participation solely in the collection of data or provision of funds, space or equipment does not justify
authorship. All authors take public responsibility for the paper as a whole, i.e., conception and design, data,
analysis, and interpretation. The acknowledgement section should list (a) other contributors for whom authorship
is not justified, e.g. technical help; (b) financial and material support.

Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the authorship of accepted
manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an author, or to
rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the corresponding author of the accepted
manuscript and must include: (a) the reason the name should be added or removed, or the author names
rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that they agree with the addition,
removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this includes confirmation from the
author being added or removed. Requests that are not sent by the corresponding author will be forwarded by the
Journal Manager to the corresponding author, who must follow the procedure as described above. Note that: (1)
Journal Managers will inform the Journal Editors of any such requests and (2) publication of the accepted
manuscript in an online issue is suspended until authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or rearrange author
names in an article published in an online issue will follow the same policies as noted above and result in a
corrigendum.
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Copyright

This journal offers authors a choice in publishing their research: Open Access and Subscription.

For Subscription articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a ‘Journal Publishing Agreement’ (for more
information on this and copyright, see http://www.elsevier.com/copyright). An e-mail will be sent to the
corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a ‘Journal Publishing Agreement' form or
a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal circulation
within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution outside the institution and
for all other derivative works, including compilations and translations (please
consulthttp://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s)
must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
preprinted forms for use by authors in these cases: please consult http://www.elsevier.com/permissions.

For Open Access articles

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive License Agreement' (for more
information see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement). Permitted reuse of open access articles is
determined by the author's choice of user license (see http://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Retained author rights

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights. For more information on author rights for:
Subscription articles please see http://www.elsevier.com/journal-authors/author-rights-and-responsibilities.
Open access articles please see http://www.elsevier.com/OAauthoragreement.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or preparation of
the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and
interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to submit the article for publication. If the
funding source(s) had no such involvement then this should be stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in journals
published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified as conditions of
their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please
visithttp://www.elsevier.com/fundingbodies.

Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open Access

« Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse

« An Open Access publication fee is payable by authors or their research funder

Subscription

« Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through our
access programs (http://www.elsevier.com/access)

« No Open Access publication fee

All articles published Open Access will be immediately and permanently free for everyone to read and download.
Permitted reuse is defined by your choice of one of the following Creative Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY): lets others distribute and copy the article, to create extracts, abstracts,
and other revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), to include
in a collective work (such as an anthology), to text or data mine the article, even for commercial purposes, as long
as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article, and do not
modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike (CC BY-NC-SA): for non-commercial purposes,
lets others distribute and copy the article, to create extracts, abstracts and other revised versions, adaptations or
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derivative works of or from an article (such as a translation), to include in a collective work (such as an anthology),
to text and data mine the article, as long as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing
their adaptation of the article, do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or
reputation, and license their new adaptations or creations under identical terms (CC BY-NC-SA).

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND): for non-commercial purposes,
lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work (such as an anthology), as long as
they credit the author(s) and provided they do not alter or modify the article.

To provide Open Access, this journal has a publication fee which needs to be met by the authors or their research
funders for each article published Open Access.
Your publication choice will have no effect on the peer review process or acceptance of submitted articles.

The publication fee for Open Access for this journal is $3,000, excluding taxes. Learn more about Elsevier's
pricing policy: http://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of these). Authors
who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible grammatical or spelling
errors and to conform to correct scientific English may wish to use the English Language Editing service available
from Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site
(http://support.elsevier.com) for more information.

Informed consent and patient details

Studies on patients or volunteers require ethics committee approval and informed consent, which should be
documented in the paper. Appropriate consents, permissions and releases must be obtained where an author
wishes to include case details or other personal information or images of patients and any other individuals in an
Elsevier publication. Written consents must be retained by the author and copies of the consents or evidence that
such consents have been obtained must be provided to Elsevier on request. For more information, please review
the Elsevier Policy on the Use of Images or Personal Information of Patients or other
Individuals,http://www.elsevier.com/patient-consent-policy. Unless you have written permission from the patient
(or, where applicable, the next of kin), the personal details of any patient included in any part of the article and in
any supplementary materials (including all illustrations and videos) must be removed before submission.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation and
uploading of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the article, which is
used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source files are converted to PDF files
at submission for the review process, these source files are needed for further processing after acceptance. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision, takes place by e-mail
removing the need for a paper trail.

Referees

Authors are requested to submit a minimum of six suitable potential reviewers (please provide their name, email
addresses, and institutional affiliation). When compiling this list of potential reviewers please consider the
following important criteria: they must be knowledgeable about the manuscript subject area; must not be from
your own institution; at least two of the suggested reviewers must be from another country than the authors'; and
they should not have recent (less than four years) joint publications with any of the authors. However, the final
choice of reviewers is at the editors' discretion.

u Preparation

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text should be in single-
column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be removed and
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replaced on processing the article. In particular, do not use the word processor's options to justify text or to
hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you
are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used,
use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of
conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with
Elsevier:http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables and text graphics will
be required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and ‘grammar-check’ functions of
your word processor.

Article Structure

You should arrange your contribution in the following order:

1. The paper title should be short, specific and informative. All author's names and affiliations should be clearly
indicated. Please also indicate which author will deal with correspondence and supply full postal address,
telephone and fax numbers, and e-mail address.

2. Self contained abstract of approximately 200 words, outlining in a single paragraph the aims, scope and
conclusions of the paper.

. Three keywords, for indexing purposes;

. The text suitably divided under headings.

. Acknowledgments (if any).

. References (double spaced, and following the journal style).

. Appendices (if any).

. Tables (each on a separate sheet).

. Captions to illustrations (grouped on a separate sheet or sheets).

10. lllustrations, each on a separate sheet containing no text, and clearly labelled with the journal title, author's
name and illustration number.

© 00 ~NOO O W

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered 1.1 (then 1.1.1,
1.1.2, ..), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this numbering also for internal cross-
referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should
appear on its own separate line.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and
formulae where possible.

» Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name), please
indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names.
Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if
available, the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and
publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area code) are provided in
addition to the e-mail address and the complete postal address. Contact details must be kept up to date
by the corresponding author.

« Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was done, or was
visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as a footnote to that author's
name. The address at which the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the research, the
principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it must be
able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined
at their first mention in the abstract itself.
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Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and avoiding general
and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of). Be sparing with abbreviations: only
abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers one-click access to
relevant databases that help to build a better understanding of the described research. Please refer to relevant
database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of
supported databases.

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal
line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed separately
from the text (if referred to explicitly in the text).

Figures (to be uploaded as separate file(s), see below) and tables should be numbered in Arabic numerals. In the
text they should be referred to as Fig. 1, Table 2, e.g. 3 etc. (not as fig. 1, figure 1; tab. 2, table 2). A calibration
bar should be given on all micrographs.

Artwork

Electronic artwork

General points

« Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

« Embed the used fonts if the application provides that option.

« Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or use fonts that
look similar.

« Number the illustrations according to their sequence in the text.

« Use a logical naming convention for your artwork files.

« Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the printed version.

¢ Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then please supply
‘as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized, please
'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of 500 dpi.
Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a low number
of pixels and limited set of colors;

« Supply files that are too low in resolution;

« Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork
Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS Office
files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then
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Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g.,
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the
printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from
Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or on the Web
only. For further information on the preparation of electronic artwork, please

see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to ‘gray scale' (for the
printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable black and white versions of
all the color illustrations.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables below the
table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of
tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any
references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal communications are not
recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in the
reference list they should follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the
publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'
implies that the item has been accepted for publication.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in the text) to
other articles in the same Special Issue.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages EndNote
(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article and the list of references and citations to these will
be formatted according to the journal style which is described below.

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors can be referred
to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear in the text.
Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci. Commun. 163
(2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S. Jones, R.Z. Smith
(Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 2009, pp. 281-304.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research.
Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are strongly encouraged to
include links to these within the body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by
referring to the video or animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your
video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our recommended file formats with
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a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic
version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please
supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image.
These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since
video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the
electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article. AudioSlides are
brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on ScienceDirect. This gives authors
the opportunity to summarize their research in their own words and to help readers understand what the paper is
about. More information and examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this
journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of
their paper.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-resolution
images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online
alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect:http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly usable,
please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic
format together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed
instructions please visit our artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal for review.
Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

« Full postal address

* Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

« Keywords

« All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

« Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

« References are in the correct format for this journal

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

« Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)

« Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge) and in
print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print

« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for printing
purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

u After Acceptance

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI consists of a
unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher upon the initial electronic
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publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly
'Articles in press' because they have not yet received their full bibliographic information. Example of a correctly
given DOI (in URL format; here an article in the journal Physics Letters B):
http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to change.

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing annotation and
correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you can also
comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and
less error-prone process by allowing you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of
errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions for
proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online version and
PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately - please upload all of your
corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one communication.
Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed.
Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no
response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail or, alternatively, 25
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