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Ala da defesa de dissertagdo da Mestranda Jayra Dantas de Souza, realizada em
27 de fevereiro de 2007, como requisito final para obtengao do titulo de Mestre em
Bioquimica.

As 14:05 minutos do dia 27 de fevereiro de 2007, foi aberto, no Auditorio Prof.
Marcionilo Lins - Depto. de Bioquimica/lUFPE, o ato de defesa de dissertacdo da
mestranda Jayra Dantas de Souza, aluna do Curso de Mestrado em
Bioquimica/CCB/UFPE. Iniciando os trabalhos a Profa. Dra. Patricia Maria Guedes
Paiva, Vice-Coordenadora do Curso supra citado, fez a apresentagao da aluna, de
sua orientadora, Profa. Dra. Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho, da
sua Co-Orientadora, a Profa. Dra. Adriana Carla Cavalcante Malta Argolo,
Pesquisadora CCB/UFPE, e da Banca Examinadora composta pelos professores
doutores: Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho, na qualidade de
Presidente, Maria Tereza dos Santos Correia, Patricia Maria Guedes Paiva, os
trés do Depto. de Bioquimica, e a Profa. Dra. Rita de Cassia Moura do
Nascimento, do Instituto de Ciéncias Biolégicas - Universidade de Pemambuco.
Apbs as apresentacdes, a Sra. Presidente convidou a aluna para a apresentaco
de sua dissertacao intitulada: “Purificagdo e caracterizacdo parcial da lectina
de raiz de Bauhinia monandra (BmoRL)", e informou que de acordo com o
Regimento Interno do Curso, a candidato disporia de até 50 (cinglienta) minutos
para apresentacao do trabalho e o tempo de argiiigdo para cada examinador,
juntamente com o tempo gasto pela aluna para responder as perguntas seria de
30 (trinta) minutos. A aluna procedeu a explanagio e comentarios acerca do tema
em 35 (trinta e cinco) minutos. Ap6s a apresentagdo da mestranda, a Sra.
Presidente convidou a Banca Examinadora para ocupar seus lugares e passou a
palavra ao primeiro examinador, a Profa. Dra. Rita de Cassia Moura do
Nascimento, em seguida para a Profa. Dra. Patricia Maria Guedes Paiva, e
finaimente para a Profa. Dra. Maria Tereza dos Santos Correia, os quais
agradecerem o convite, fizeram alguns comentdrios e sugestdes. Ao final de suas
respectivas arglicbes, os referidos professores deram-se por satisfeitos. Em
seguida, a Sra. Presidente usou da palavra para tecer alguns comentarios,
agradecer a Banca Examinadora e parabenizar a candidata. Finalmente, a sesséo
foi suspensa para proceder ao julgamento pela Banca Examinadora, a qual se
reuniu na Secretaria do Curso. Apés alguns comentarios, a Banca decidiu, por
unanimidade, conceder a mengdo “Aprovada com Distingdo”. Nada mais
havendo a tratar, lavrei a presente ata que vai assinada por mim, Secretario, e
demais membros da Banca Examinadora. Recife, 27 de fevereiro de 2007.

k,-,g DJI’/\ML'\ u LW M




Jayra Dantas de Souza

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DA
LECTINA DE RAIZ DE Bauhinia monandra (BmoRL)

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pos-graduagdo em  Bioquimica da
Universidade Federal de Pernambuco, como
parte dos requisitos para obten¢do do grau
de Mestre em Bioquimica.

Aprovada por:

Fevereiro — 2007



A Deus, fonte de Fé e Luz na
minha vida; aos meus pais, Ednice e Luiz
Gonzaga, por serem meu alicerce e
exemplo de vida; aos meus irmaos,
Ludnice, Ludnise e Junior por sempre me
apoiar em todos os momentos da minha
vida; A Claudio pelo apoio, paciéncia e
amor.



Ainda que eu tenha o dom de
profetizar e conheca todos os mistérios e
toda a ciéncia; ainda que eu tenha f¢, a
ponto de transportar montes, se ndo tiver
amor nada serei.

| CORINTIOS 13: 2



AGRADECIMENTOS

Em especial a Deus, por iluminar a minha vida em todos os momentos, dando-me
forcas para superar todos os momentos dificeis e por ser a fonte de todas as bengdes
alcangadas;

A Profa. Dra. Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho, pela orientacgio
cientifica, confianga, oportunidade, aconselhamentos e o apoio prestado nos momentos em
que precisei de sua fé, forca e amizade, lhe sou muito grata;

A Profa. Dra. Adriana Carla C.M. Argolo, pela orientacdo, incentivos, atencao e
amizade;

As professoras Maria Tereza S. Correia, Patricia M. G. Paiva e Vera Lucia Menezes,
pela ateng¢do, apoio e confianca;

A Maria Barbosa Reis da Silva, pelo apoio cientifico, paciéncia e inestimavel amor e
amizade;

A Sr. Jodo Virginio, pela atencdo, carinho, confianga e valiosa amizade;

A Neide, Miron, Albérico, Djalma, Sr. Ademar, D. Helena e demais funcionarios do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco, pelo apoio, todo
carinho, aten¢ao e auxilio concedido sempre que solicitado;

A todos que fazem o Laboratério de Glicoproteinas do Departamento de Bioquimica
da UFPE, pelo companheirismo e amizade formada neste periodo de convivéncia; em
especial a Flavia, Regina, Amanda, Mariana, Lidiane, Gisele, Ana Carina, Thiago, Sandro,
Rafael, Neila, Rodrigo, Cyntia, Vanessa, Nataly, Francis e Mariana Cristina;

Aos queridos companheiros e amigos Michele, Jos¢ Roberto, Roberto, Romero e
Fernando pela ajuda, atengdo e toda paciéncia e amizade;

A Luciola, Juliene, Fernanda, Paula pelo companheirismo e amizade;

A minhas amigas Erika, Chirleany, Flavia, Alessandra, Renata e Danielle, com as
quais compartilhei momentos dificeis, mais também muitas alegrias jamais esquecidas;

A minha maravilhosa familia, em especial aos meus pais Ednice e Luiz Gonzaga, por
toda dedicacdo e amor; aos meus irmaos Ludnice, Ludnise e Junior, por todos os bons e
também momentos dificeis vividos, amo muito todos vocés e minhas alegrias nada mais sao
que: reconhecimento e o sucesso de todas as nossas lutas incansaveis por melhorias. Vocés

sdo o que de mais valioso estimo;



A minha linda e adorada sobrinha Leticia, pela grande alegria que encontro em vocé,
ao meu cunhado Sérgio Thiago, por sua atencao e amizade;

A meu grande amigo da Faculdade de Formagdo de Professores de Garanhuns —
FFPG - UPE, Prof. Manuel de Souza Barros que foi a pessoa que me acompanhou e
incentivou a fazer o mestrado em Bioquimica, muito obrigada por sua ajuda, apoio e
amizade;

A Claudio Albuquerque das Neves, que fez e faz inquestionaveis esforgos dedicados
a minha pessoa e que sou eternamente grata pela sua existéncia em minha vida e pelos
muitos momentos que passamos juntos, com toda certeza, esta vitoria é fruto de uma linda
caminhada desenvolvida com vocg;

A todos que contribuiram por mais esta conquista em vida.



SUMARIO
SUMARIO
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
RESUMO
ABSTRACT
CAPITULO 1
1 INTRODUCAO
1.1 Lectinas
1.1.1 Historico e distribui¢dao na natureza
1.1.2 Deteccao e especificidade
1.1.3 Classificagao
1.1.4 Purificagao

1.1.5 Caracterizagao

1.1.6 Aplicagdes biotecnoldgicas e importancia fisiologica

1.2 Imobilizagdo de Proteinas

1.3 Fungos

1.4 O género Bauhinia e a espécie B. monandra
CAPITULO 2

2 JUSTIFICATIVA

CAPITULO 3

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

3.2 Objetivos especificos

CAPITULO 4

4 ARTIGO A SER SUBMETIDO AO PERIODICO BIORESOURCE TECHNOLOGY
4.1 Titulo: A NOVEL Bauhinia monandra GALACTOSE-SPECIFIC LECTIN
PURIFIED IN MILLIGRAM QUANTITIES FROM SECONDARY ROOTS

CAPITULO 5

5 CONCLUSOES

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
7. ANEXOS

II
III
vV

01
01
01
02
03
05
06
07
08
09
10

11

12

12
12

36
37



II

LISTA DE FIGURAS
INTRODUCAO
Figura 1. Representacdo esquematica da aglutinacdo de eritrdcitos por lectinas. 02
Figura 2. Inibicdo da aglutinagdo de eritrocitos por lectinas em presenga de

carboidratos. 02

Figura 3: Aspectos de flores ¢ folhas de Bauhinia monandra. 11

ARTIGO: A NOVEL Bauhinia monandra GALACTOSE-SPECIFIC LECTIN
PURIFIED IN MILLIGRAM QUANTITIES FROM SECONDARY ROOTS

Figure 1. Guar gel affinity chromatography of F 0-60% (P2) eluted with 0.05 M D-

Galactose 29
Figure 2. SDS-PAGE of purified BmoRL 30
Figure 3. PAGE to basic protein (A) from purified BmoRL 31
Figure 4. Specific hemagglutinating activity (SHA) of BmoRL, at different

temperatures. 32
Figure 5. Effect of pH on BmoRL specific hemagglutinating activity (SHA) 33
Figure 6. Inhibitory activity from F. solani mycelium growth with BmoRL 34

Figure 7. Antifungal activity of BmoRL toward Fusarim species 35



LISTA DE TABELAS

INTRODUCAO

Tabela 1. Especificidade de ligagdo a carboidratos das lectinas de plantas 04

Artigo: A NOVEL Bauhinia monandra GALACTOSE-SPECIFIC LECTIN
PURIFIED IN MILLIGRAM QUANTITIES FROM SECONDARY ROOTS

Table 1. Purification of Bauhinia monandra root lectin 28



RESUMO

Lectinas, proteinas que reconhecem especifica e reversivelmente carboidratos, podem ser
purificadas por cromatografia de afinidade. O género Bauhinia (Fabaceae) inclui espécies
nativas ou introduzidas, usadas no tratamento de diabetes. A atividade hemaglutinante (AH)
detectada em varias espécies de Bauhinia esta associada a presenca de lectinas. Uma lectina
especifica para galactose (BmoLL) foi previamente purificada em folhas de B.
monandra e disponivel em quantidades de miligramas (Coelho & da Silva, Phytochem.
Anal., 11, 1-6, 2000). Este trabalho teve por objetivo isolar em elevada pureza uma lectina
de raiz de B. monandra (BmoRL), bem como a avaliagdo de sua atividade antimicrobiana
frente a fungos fitopatogénicos do género Fusarium. Raiz secundaria de B. monandra foi
extraida com tampao citrato-fosfato 10 mM, pH 6,5 (10 %, p/v), contendo NaCl 0,15 M
(tampdo selecionado), por 16 h, a 4 °C. O fracionamento salino foi realizado com sulfato de
amonio (F 0-60%) durante 4 h, em temperatura ambiente; o precipitado foi dialisado em
agua destilada, seguido de tampao selecionado. Cromatografia em coluna de gel de guar foi
efetuada para purificar a lectina; o suporte foi equilibrado com tampao selecionado ¢ a
eluicdo da proteina foi procedida com galactose 0,05 M em tampao selecionado.
Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, 12%, p/v) revelou a pureza de BmoRL;
BmoRL ¢ uma glicoproteina, como detectado pela coloracdo com reagente de Schiff.
BmoRL apresentou elevada AH especifica (AHE) com eritrocitos de coelho (17.430) e nao
foi estimulada em presenca de ions (Ca™ e Mg™). BmoRL revelou melhor AHE com os
tampdes citrato fosfato 10 mM em pH 7,0, contendo NaCl 0,15 M e fosfato de sodio 10
mM em pH 6,5 e 7,5. Ensaio em diferentes temperaturas revelou que BmoRL perdeu a
atividade a 70 °C. BmoRL foi totalmente inibida por D(+)-galactose e D(+)-raffinose;
asocaseina, ovoalbumina e asialofetuina inibiram parcialmente a AH da lectina. Sob
condi¢cdes desnaturantes e redutoras, BmoRL apresentou uma Unica banda glicosilada, com
aparente massa molecular de 26 kDa. BmoRL mostrou atividade contra fungos
fitopatogénicos, especialmente, F. solani com inibi¢do do crescimento de 30%. O perfil
cromatografico de BmoRL indica que uma lectina pode ser purificada de raizes secundarias
de B. monandra com gel de guar, em quantidades de miligramas, com atividade antifiingica.

Palavras chaves: lectina, B. monandra, atividade anti-fugica;



ABSTRACT

Lectins, proteins that recognize carbohydrates specifically and reversibly, can be purified by
affinity chromatography. The genus Bauhinia (Fabaceae) includes native or introduced
species that have been used in the treatment of diabetes. Hemagglutinating activity (HA)
species of Bauhinia detected in various is associated with lectin presence. A galactose-
specific leaf lectin (BmoLL) has been previously purified from B. monandra and available
in milligram quantities (Coelho & da Silva, Phytochem. Anal., 11, 1-6, 2000). The aim of
this work was the isolation in highest purity of B. monandra root lectin (BmoRL), as well as,
the evaluation the antifungal activity toward phytopatogenic fungi of the Fusarium genus.
Secondary root powder of B. monandra was extracted in 10 mM citrate-phosphate buffer,
pH 6.5 (10 %, p/v), containing 0.15 M sodium chloride (selected buffer), by 16 h at 4 °C.
The saline fractionation was performed with ammonium sulphate (F 0-60%), by 4 h at room
temperature; the precipitate was dialysed against distilled water, followed by the selected
buffer. Chromatography on guar gel column was used to purify the lectin; the matrix was
equilibrated with selected buffer and protein elution was performed with 0.05 M D-
galactose in the selected buffer. Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE; 12 %,
w/v) revealed the purity of BmoRL; BmoRL is a glycoprotein as detected by periodic acid-
Schiff staining. BmoRL agglutinated at higher titers rabbit erythrocytes (17430) and was not
stimulated in the presence of ions (Ca™, Mg™). BmoRL revealed better SHA with 10 mM
citrate-phosphate buffer, pH 7.0, containing 0.15 M sodium chloride and 10 mM sodium
phosphate buffer, pH 6.5 and 7.5. Assay at different temperatures revealed that BmoRL is
stable at 70 °C and lost its activity up to this temperature. BmoRL was totally inhibited by
D(+)-galactose and D(+)-raffinose; azocasein, ovalbumin and azialofetuin partiality inhibited
AH of the lectin. Under denaturing and reducing conditions BmoRL appeared as a unique
glycosylated polypeptide of apparent MW 26 kDa. BmoRL showed activity against
phytopathogenic fungi, specially, F. solani with growth inhibition of 30 %. The
chromatographic pattern of BmoRL indicate that one lectin can bee purified of secondary
roots of B. monandra with guar gel column, in milligram quantities, with antifungal activity.

Key words: lectins, B. monandra, antifungal activity;



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO
1.1 Lectinas
1.1.1 Histdrico e distribuicdo na natureza

O primeiro relato sobre lectinas foi descrito em 1888 por Stillmark, a partir de
uma preparagdo protéica parcialmente pura, obtida de Rininus communis (mamona), a qual
foi denominada ricina; ele testou seu efeito em sangue e observou que ao adicionar esta
lectina & amostra sanguinea as células vermelhas se agrupavam (Beltrao, 2001).

O termo lectina, originado do latim “lectus” (significa selecionado, escolhido)
foi introduzido por Boyd & Shapleigh no ano de 1954, para designar um grupo de proteinas
que apresentam a caracteristica de ligarem-se especifica e seletivamente a residuos de
carboidratos de uma forma ndo covalente (Hong et al., 2001). Sao também conhecidas
como aglutinina devido a habilidade de aglutinar eritrocitos ou outras células (Peumans &
Van Damme, 1995; Kennedy et al., 1995; Matsui et al., 2001). Em 1980, segundo Goldstein
e colaboradores as lectinas foram definidas como proteinas ou glicoproteinas de origem nao
imune que possuem pelo menos dois sitios moleculares de ligagdo através dos quais
interagem com carboidratos, aglutinam células e precipitam polissacarideos, sem alterar
suas estruturas.

Atualmente, Peumans & Van Damme (1998) definiram lectinas como uma
classe de proteinas ou glicoproteinas que contém um ou mais sitios de ligagdo para
carboidratos ou derivados sem apresentar fungdo catalitica nem caracteristicas estruturais
imunologicas e que se ligam especifica e reversivelmente a mono ou oligossacarideos
(Peumans & Van Damme, 1995; Ghosh et al., 1999).

Lectinas sdo encontradas de forma ubiqua na natureza, desde microorganismos
como bactérias (Bockelmann et al., 2003), fungos (Bhowal et al., 2005), virus (Vijayan &
Chandra, 1999); animais, como em protozoarios (Babal et al., 1999), insetos (Chen et al.,
1999), moluscos (Arreguin-Espinosa & Arreguin-Lozano, 1997), crustaceos (Alpuche et al.,
2005). Em plantas sdo principalmente encontradas em sementes (Sultan e Swamy, 2005),
folhas (Coelho & Silva, 2000), tubérculos (Suseelan et al., 2002), entrecasca (Huang et al.,
2002), flores (Liu et al., 2002), frutos (Sampietro et al., 2001), rizomas (Tateno et al., 2003)

e raizes (Naeem et al., 2001).



1.1.2 Deteccéo e especificidade

Normalmente, a avaliacdo da presenca de lectinas em materiais biologicos ¢
feita através de ensaios de aglutinacdo utilizando eritrocitos (Figura 1); a hemaglutina¢ao
pode ser testada com eritrocitos de animais e/ou humanos, onde estes podem ser ndo
tratados ou tratados enzimaticamente (tripsina, papaina) ou quimicamente por glutaraldeido
ou formaldeido, aumentando ou ndo a sensibilidade das células a lectinas. Este ensaio ¢
realizado através de uma diluicdo sucessiva da lectina e posterior incubacdo com os

eritrocitos (Coelho & Silva, 2000; Santos et al., 2005).

‘- Eritrocitos

»c Lectina

Vo999

Figura 1. Representacao esquematica da aglutinacéo de eritrocitos por lectinas.

A confirmagdo da presenca de lectina em uma amostra ¢ feita através de ensaio
de inibicdo da atividade hemaglutinante (AH) utilizando uma solu¢do com carboidratos e/ou
glicoproteinas (glicoconjugados). As lectinas ligam-se aos carboidratos ou glicoproteinas da
solucdo teste em lugar de interagirem com os eritrdcitos que ao ficarem livre, precipitam

(Figura 2).

pd %x > Lectipa
» Carboidrato

i AU Q-

Figura 2. Inibicdo da aglutinacdo de eritrocitos por lectinas em presenca de

‘C“ ‘- Eritrocitos

carboidratos.



Adicionalmente, a especificidade de uma lectina pode ser definida através do
ensaio de inibicdo da AH, utilizando para este fim diferentes monossacarideos que em
menor concentra¢do, possuam maior capacidade de inibir sua atividade de hemaglutinagao
ou precipitacdo de polissacarideos ou glicoproteinas (Gabor et al., 2001; Ng & Yu, 2001).

Existem lectinas que apresentam especificidade para mais de um carboidrato,
aglutinando células de diferentes tipos e espécies. Também existem lectinas que so
aglutinam as células em que houver a presenga de um determinado carboidrato (Kabir,
1998; Saito et al., 1993; Gabor et al., 2001; Coutino-Rodriguéz et al., 2001). Peumans &
Van Damme (1998) observaram que lectinas de plantas exibem uma ampla especificidade
para carboidrato, sendo que muitas apresentam maior afinidade para oligossacarideos do
que para acucares simples ou tém especificidade direcionada contra glicanos (que ndo sao
proprios da planta); além disso, lectinas estruturalmente diferentes podem reconhecer o

mesmo carboidrato.

1.1.3 Classificacao

Estudos estruturais visando a caracterizacdo da especificidade de intera¢ao das
lectinas com os diferentes carboidratos sdo fundamentais para o entendimento das diferentes
propriedades dessas proteinas. As lectinas, por representar um grupo heterogéneo de
proteinas, diferem fortemente em relagdo a estrutura molecular, especificidade ao
carboidrato e atividades biologicas.

Varios critérios sao utilizados para a classificagao de lectinas, por exemplo, elas
podem ser agrupadas dentro de familias distintas de proteinas homologas que apresentam
propriedades estruturais comuns, sendo a familia das leguminosas a mais estudada e
caracterizada (Sharon, 1993; Cavada et al., 1998). As lectinas de plantas exibem ampla
variedade de especificidade de ligacdo a carboidratos como demonstrado na tabela 1

(Peumans & Van Damme, 1998).



Tabela 1. Especificidade de ligacao a carboidratos das lectinas de plantas

Especificidade

Exemplo de plantas

Grupo Fucose

Fucose

Grupo Galactose/Nacetilgalactosamina

Galactose>>GalNAc
Gal=GalNAc
Gal<<GalNAc

Grupo N-acetilglicosamina

GIcNAc
(GleNAc),
Grupo Manose

Manose
Manose/Glicose
Manose/Maltose

Grupo Acido siélico
Acido sialico
NeuSAca(2,6)gal/GalNAc

Ulex europaeus |

Artocarpus integrifolia
Clerodendron trchotomum
Glycine max

Triticum aestivum
Urtica didica

Galanthus nivalis
Canavalia ensiformis
Calystegia sepium

Triticum aestivum
Sambucus nigra

Neu5Aca(2,3)gal/GalNAc Maackia amurensis

Grupo Complexo glicano

Complexo com especificidade conhecida Phaseolus vulgaris
Complexo com especificidade desconhecida Euonymus europaeus

Uma outra classificagdo para lectinas de plantas baseia-se no nimero de ligacao
a carboidratos e outros de natureza ndo catalitica, dividindo-as em quatro principais tipos
distintos: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas, (Peumans & Van Damme, 1998) e
superlectinas (Peumans et al., 2001).

e Merolectinas: sdo proteinas formadas exclusivamente por um dominio de
ligacdo a carboidrato e, por conta de sua natureza monovalente, sdo incapazes de precipitar
glicoconjugados ou aglutinar células.

e Hololectinas: sdao proteinas formadas exclusivamente de dominio de ligagao a
carboidrato que contém dois ou mais destes dominios idénticos ou muito semelhantes. Este
grupo compreende as lectinas que possuem multiplos sitios de ligacdo, com capacidade de

aglutinar células ou precipitar glicoconjugados.



e Quimerolectinas: compreende as proteinas que possuem um dominio de
ligacdo a carboidrato e um dominio ndo relacionado que atua de forma independente.
e Superlectinas: compreende as proteinas com dois sitios de ligagdo a

carboidratos, estruturalmente diferentes, reconhecendo carboidratos distintos.

1.1.4 Purificacéo

Geralmente a etapa inicial para purificagdo de lectinas consiste na extracao de
proteinas com solugdo salina ou tampao (Mladenov et al., 2002) e com temperatura e tempo
de extracdo pré-definidos. A preparacdo obtida apresentando atividade hemaglutinante ¢ dita
extrato bruto, o qual sera avaliado quanto a concentracdo protéica e submetido a purificacao
parcial por fracionamento salino com sulfato de amoénio (Paiva & Coelho, 1992).

O fracionamento salino ¢ um processo que se baseia no principio de que a
solubilidade da maioria das proteinas ¢ diminuida em elevadas concentragdes de sais. O
sulfato de amdnio ¢ comumente utilizado devido a sua elevada solubilidade. Esse efeito ¢
chamado salting-out. Este processo, além de purificar parcialmente lectinas porque retira a
sua camada de solvatacao fazendo com que as mesmas precipitem, estabiliza a atividade
hemaglutinante da proteina, mesmo apods longos periodos de armazenamento (Kennedy et
al., 1995).

Outro processo muito usado na purificagdo de proteinas ¢ a de uma membrana
(celulose) semipermeavel (Kabir et al., 1998), dialise, técnica que separa as lectinas de
moléculas pequenas. O principal método cromatografico para purificar lectinas leva em
consideracdo a afinidade especifica de ligacdo a carboidratos.

A cromatografia de afinidade separa as proteinas por suas especificidades de
ligacdo a grupamentos quimicos especificos existentes no suporte insoluvel. As lectinas
podem ser purificadas por este método mais eficazmente devido a sua propriedade de ligar-
se a carboidratos, como por exemplo, lectinas que reconhecem residuos de glicose em
Sephadex, matriz formada por dextrana, um polimero formado por unidades de glicose
(Brazil & Enticher, 1999). A lectina desejada é obtida com alto grau de pureza (Ye & Ng,
2002), alterando-se as condi¢des de pH (Datta et al., 2001), for¢a i6nica (Chung et al.,
2001) ou pela elui¢ao com solugdo contendo um competidor (Lima et al., 1997).

Lectinas com especificidade para galactose e seus derivados podem ser

purificadas utilizando suportes com géis de agarose, como Sepharose, como a lectina de



Bauhinia purpurea alba (Yamamoto et al., 2000) ¢ o gel de guar, o qual promoveu a
purificagdo da lectina das folhas de B. monandra, BmoLL (Coclho & Silva, 2000).

1.1.5 Caracterizagdo

Os métodos de caracterizacao para lectinas sao relacionados com a estrutura e a
atividade bioldgica da molécula.

O pH pode ter grande importincia sobre a AH de lectinas o que torna
imprescindivel o conhecimento sobre a faixa de pH onde a proteina se mantém estavel e
desempenhando sua funcdo, uma vez que o pH altera a carga liquida das proteinas,
provocando repulsdo eletrostatica e rompimento de algumas pontes de hidrogénio. A
verifica¢do da faixa de estabilidade do pH pode ser feita submetendo-se a lectina a tampdes
em diferentes valores de pH (Machuka et al., 1999). Em alguns casos diferengas
significativas no pH pode nédo afetar a atividade de lectinas (Wittsuwannakul et al., 1998) e
em outros a lectina perde sua atividade em pequena variagdo de pH, como ¢ o caso da
lectina de Erythrina speciosa (Konozy et al., 2003).

A temperatura pode causar alteragdes extremas na estrutura tridimensional de
uma proteina, processo denominado desnaturagdo. Esse efeito do calor na estrutura ocorre
em virtualmente todas as proteinas globulares independente do tamanho ou da funcdo
bioldgica. Algumas lectinas permanecem estaveis até 55-65 °C e a partir de entdo, com a
elevagdo da temperatura, a atividade hemaglutinante diminui até ser abolida, como no caso
das lectinas de Luetzelburgia auriculata e E. speciosa (Oliveira et al., 2002; Konozy et al.,
2003). A Lectina de Helianthus tuberosus apds aquecimento a 95 °C também foi isolada
(Suseelan et al., 2002).

Muitas lectinas contém metais em suas estruturas e sdo chamadas de
metaloproteinas, pois em alguns casos precisam de ions para exercer sua atividade (Sharon
& Lis, 1990). Quanto a atividade biologica, as lectinas sdo avaliadas através do ensaio de
inibicdo e da atividade hemaglutinante, utilizando monossacarideos ou carboidratos
complexos e eritrocitos de diferentes espécies animais testados para evidenciar a

especificidade para o tipo sangiiineo, respectivamente.

1.1.6 Aplicacgbes biotecnologicas e importancia fisiologica
Lectinas s3o utilizadas como importantes ferramentas em processos

biotecnoldgicos, bem como em pesquisas nas areas das ciéncias bioldgicas, bioquimica,



farmacologicas e médicas. Elas tém sido aplicadas na determinagdo de tipos sanguineos
(Khang et al., 1990; Mo et al., 2000), na deteccdo e separagdo de glicoconjugados, onde
podem ser usadas para explorar superficies celulares, ligando-se a porcdo carboidrato de
glicoproteinas ou glicolipideos que se projeta na célula (Sarkar et al., 1991) e, portanto no
diagnostico em processos de desenvolvimento, diferenciacdo e transformacdo neoplastica
(Remani et al., 1994).

Por causa do efeito danoso dos agentes quimioterapicos na terapia do cancer,
tem sido dada uma atengdo especial aos inibidores de crescimento de origem natural e,
portanto tem aumentado consideravelmente o interesse de lectinas nos efeitos anti-tumoral
(Abdukllaev & Demejia, 1997). As lectinas ja sdo usadas na avaliagdo de linhagens de
células de cancer mamario humano (Schumacher et al., 1995), na atividade anti-
proliferativa sobre células tumorais da leucemia (L1210 e M1) (Ngai & Ng, 2004), para
distinguir o cancer de prostata ¢ a hiperplasia benigma neste 6rgdo (Basu et al., 2003), como
marcadores de tecidos tumorais, em ensaio histoquimicos e imunohistoquimicos para
detec¢do de residuos glicosilados em superficies tecidual de humanos e animais (Beltrao et
al., 1998; Meyer et al., 2000; Barou et al., 2002; Pedini et al., 2002).

A propriedade de ligagdo a carboidratos das lectinas pode ser também utilizada
em andlise de mudancas que ocorrem sobre a superficie celular durante processos
fisiologicos e patoldgicos desde células normais a células transformadas a malignidade
(Sharon & Lis, 2001). S3o também empregadas como moléculas bioadesivas no
enderegamento de drogas (Bies et al., 2004). Como ferramentas para a produgdo dos
chamados medicamentos-inteligentes, onde, estes medicamentos diferem-se dos tradicionais
por atuarem em células especificas do organismo evitando efeitos colaterais, do tipo
provocado pela quimioterapia (Clark et al., 2000; Torchilin et al., 2001; Woodley, 2001).

Algumas lectinas de plantas apresentam acdo inseticida contra larvas de insetos,
que causam danos a producdo agricola resultando em grandes perdas econdmicas, o que
possibilita o uso destas proteinas como bio-inseticidas (Yaskara et al., 2005). A lectina de
folhas de Bauhinia monandra, BmoLL, atuou como inseticida bioldgico contra larvas de
Anagasta kuehniell, Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus (Macedo et al.,
2006), outras possuem efeito inibitorio no crescimento de fungos (Freire et al., 2002), na
purificagdo, isolamento e caracterizagdo e andlise de glicoconjugados (Young & Oomen,
1992; Sanchez & Cabezas, 1998) ¢ na analise de imunoglobulinas humanas (Daziel et al.,
1999; Fassina et al., 2001).

As fungdes bioldgicas das lectinas ainda ndo sdo bem conhecidas. Nas plantas



atuam no mecanismo de defesa inibindo o crescimento de bactérias fitopatdgenicas, contra
ataques de virus, fungos e insetos, na relacdo simbidtica planta/microorganismo (Pochel &
Irache, 1998; Cavada et al., 2000; Ratanapo et al., 2001; Limpens & Bisseng, 2003),
estimulacdo, proliferagdo e crescimento celular (Wititsuwannkul et al., 1998), na interagao
parasita/hospedeiro, simbiose e estoque de proteinas (Van Damme et al., 1997).

Nos animais, discute-se seu papel fisioldégico nos processos de endocitose,
transporte intracelular de carboidratos e glicoproteinas, apoptose, nos processos de
aderéncia e reconhecimento celular, na fungdo estrutural e como receptores celulares para
glicoproteinas (Appenzeler et al., 1999; Rudiger et al., 2000). Lectinas parecem apresentar
fungdo de defesa antimicrobiana especialmente em sistemas imunes de aves e mamiferos
(Holmskov et al., 1997). Em microorganismos, as lectinas fariam a ligagdo com células
hospedeiras e atuariam como determinantes de reconhecimento em processo imunoldgico e
fagocitose (Pochel & Irache, 1998). O papel das lectinas em fungos continua desconhecido
(Kawagishi et al., 2001), para bactérias e protozoarios foi sugerido que as lectinas t€ém uma
funcao importante facilitando sua adesdo no epitélio intestinal. Em humanos elas se ligam a
eritrocitos e outras células pelo reconhecimento do N-acetil neuraminico presente na

superficie celular e que ¢ um pré-requisito para o inicio da infec¢do (Singh et al., 1999).

1.2 Imobilizacéo de Proteinas

Proteinas imobilizadas podem ser definidas como moléculas que estdo
fisicamente confinadas ou localizadas em uma regido definida do espago. Estabelece-se em
torno delas um micro-ambiente distinto daquele que ¢ observado na proteina nativa e
solivel. S3o estas circunstdncias micro-ambientais que originam a alteracdo das suas
propriedades e que dependem da sua natureza, do suporte e dos outros intervenientes, tais
como substratos e inibidores.

A imobiliza¢cdo de proteinas em suportes inertes tem sido objeto de estudo nas
ultimas décadas e conseqiientemente, muitas metodologias € uma vasta gama de aplicagdes
tém sido sugeridas, porque os derivados protéicos obtidos ret€ém parte ou a totalidade das
suas propriedades bioldgicas. As proteinas tém sido imobilizadas em estruturas poliméricas,
insoliveis em meio aquoso, de maneira que conjugados biotecnologicamente ativos sao
obtidos (Carneiro-da-Cunha et al., 2002); o método visa o aumento da estabilidade da

molécula protéica e a re-utilizagao do produto obtido (Chagas, 2001).



A cromatografia de afinidade utilizando lectinas como suporte, ¢ utilizada para o
isolamento de glicoproteinas como método de purificagcdo, além de servir como instrumento
de pesquisas biotecnologicas. A imobilizacdo de lectinas ¢ efetuada, principalmente, em
Sepharose CL-4B ativada com brometo de cianogénio e ligacdo ocorre através da reagcdo dos
grupos amino das lectinas aos residuos imidocarbonados da Sepharose. Sepharose ¢ um gel
de agarose em forma de graos, possuindo elevada porosidade com hidroxilas livres que
permitem a ligagdo covalente com o ligante. A presenca de ligacdes cruzadas lhe confere
um aumento na estabilidade, sendo denominada Sepharose CL (Cross Linked) e de acordo
com a sua concentracdo pode ser classificada como 2B, 4B, e 6B (Pharmacia Biotech).
Suportes de afinidade com lectinas comerciais imobilizadas sdo largamente utilizados; um
inibidor de tripsina de sementes de Echinodorus paniculatus foi isolado utilizando
cromatografia de afinidade sobre uma preparacdo contendo isolectinas de Cratylia mollis
imobilizada em Sepharose CL-4B (Paiva et al., 2003). Concanavalina A, Con A,
imobilizada em Sepharose, Con A-Sepharose foi utilizada como suporte de afinidade para a

purificagdo de peroxidase (Franguas et al., 2004).

1.3 Fungos

Os fungos sdo protistas, ndo-fotossintéticos que crescem como uma massa de
filamentos entrelagados e ramificados, conhecida como micélio. Os fungos filamentosos
possuem uma parede celular constituida por celulose ou quitina (Jawetz et al., 1991). Estes
microrganismos sao ubiquos, encontrados no solo, agua, vegetais, homem e detritos em
geral (Trabulsi, 2000). Muitos dao origem a doengas em plantas, contudo somente cerca de
100 dos milhares de espécies conhecidas de leveduras e fungos filamentosos provocam
doengas em seres humanos ou em animais (Meyer et al., 2000).

Algumas lectinas possuem a capacidade de se ligar especificamente a hifas fingica e
atuar impedindo o consumo de nutrientes e a incorporacdo de precursores necessarios para
crescimento do fungo. Atuam ainda sobre a germinagdo de esporos fungicos, provavelmente
num estagio muito inicial do processo, inibindo-a, de modo que hd um prolongamento do
periodo latente que precede a germinacdo (Lis & Sharon,1981). Atividade antifingica foi
observada em uma lectina isolada de sementes de Castanea mollisma, frente aos fungos
Botrytis cinérea, Mycosphaerella arachidicola, Physalospora piricola (Wang & Ng, 2003);

bem como na lectina de Talisia esculenta que inibiu o crescimento dos fungos Fusarium



oxysporum, Colletotrichum lindemuthianum e Saccharomyces cerevisiae através da

interagdo da lectina com as estruturas dos fungos (Freire et al, 2002).

1.4 O género Bauhinia e a espécie B. monandra

Encontrado em regides tropicais e subtropicais do hemisfério ocidental e
oriental, Bauhinia ¢ um género com varios representantes da familia das Fabaceae
(Caesalpinioideae). No total sdo mais de 200 espécies (Lewis, 1987), embora sejam de
origem do continente Asiatico, existem espécies nativas. A arvore pode atingir até¢ 10 m de
altura, crescer em solos secos e pobres, seu fruto ¢ tipicamente um legume, chamado de
vagem e também tem sido usada como forrageiras. Na medicina popular ¢ utilizada para o
tratamento de diabetes ¢ como diurético. Este género encontra-se bem distribuido nas
cidades brasileiras e contém numerosas espécies ornamentais; devido a suas flores vistosas
sao muito utilizadas no paisagismo e na arboriza¢ao urbana.

Uma caracteristica peculiar do género Bauhinia, devido ao formato bifoliado de
suas folhas é conhecida popularmente por “Pata-de-vaca, Unha-de-vaca e Orquidea dos
pobres”. Em Pernambuco, podem ser encontradas espécies nativas como B. acuruana
Moric, B. breviola Benth, B. chelantha Stend, B. forficata Link, B. heterandra Benth,
B. membranacea Benth, B. monandra Kurz, entre outras. A espécie B. monandra ¢ uma
arvore and distribuida pela zona tropical do mundo inteiro. O nome da espécie “monandra”
refere-se ao fato de possuirem apenas um estame. A floragdo € espetacular e a arvore fica
coberta de flores que se assemelham a orquideas. As flores ddo origem a vagens que

amadurecem no outono.

Figura 3: Aspectos de flores e folhas de Bauhinia monandra.
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2 JUSTIFICATIVA

As plantas t€ém sido amplamente utilizadas como fonte de medicamentos
naturais, em decorréncia do alto custo de medicamentos industrializados, associado as
dificuldades de assisténcia médica adequada para a populacdo de baixa renda. Manipulagdes
caseiras de diversos tipos de plantas t€ém sido empregadas na tentativa de combater diversas
doengas, dentre elas diabetes tipo II.

Infusdes de folhas do género Bauhinia sdo bastante utilizadas na medicina
popular por apresentar efeito hipoglicemiante e diurético. O interesse na espécie Bauhinia
monandra surgiu com o conhecimento de que um extrato hidroetanolico das folhas da planta
induziu efeito hipoglicémico em ratos. Na época, diferentes tecidos da planta foram
avaliados como fonte potencial para purificagdo de lectina. Uma lectina de folhas de B.
monandra, BmoLL, galactose especifica, foi entdo purificada a homogeneidade (Coelho &
Silva, 2000). As preparagdes da folha de B.monandra que contém BmoLL ja tém revelado
propriedades hipoglicemiantes em ratos (Pedrosa et al.,unpublished data). O comportamento
interfacial de BmoLL e sua habilidade interagir com os monocamadas de lipidios foi
estudado por medidas de tensdo de superficie (Rosilio et al., 2004). Além disso, extratos
etanolicos de folhas B. monandra mostraram atividades antioxidantes (Argolo et al., 2004).
BmoLL apresentou atividade inseticida contra Anagasta kuehniella (Lepidoptera:
Pyralidae), Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Bruchidae)
(Macedo et al., 20006).

Preparagdes de raizes secundarias de B. monandra resultaram em valores
elevados de comprovada atividade lectinica despertando o interesse na sua purificagdo. O
uso de raizes secundarias ndo prejudica o bom desenvolvimento da planta, de ampla
distribuicdo em cidades brasileiras como ornamental também denominada arvore orquidea.

A importancia do trabalho encontra diretrizes quanto a utilizagdo da lectina de
raizes secundarias de B. monandra (BmoRL) em futuros testes de atividades biologicas que
permitam avaliar seu papel como agente hipoglicemiante possibilitando, também, a reducao
de possiveis efeitos adversos decorrentes da utilizacdo de um extrato que contém numerosos
compostos além da substancia de interesse, determinando uma concentragdo padrdo na
relagdo droga-resposta, evitando possiveis riscos de superdosagem. BmoRL podera
igualmente servir a caracterizacdo celular de superficies transformadas malignamente, como
também, servir como matriz de afinidade, apds imobilizacdo em um suporte, para purificar
glicoproteinas de interesse comercial. A lectina podera apresentar atividade antimicrobiana

dentre tantas outras aplicacdes biotecnologicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar lectina em raizes secundarias de B. monandra, bem como purificar,

caracterizar e aplicar a proteina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Extrair a lectina de raizes secundarias de B. monandra;

Isolar a lectina através de fracionamento salino;

Purificar a lectina através de cromatografia de afinidade;

Avaliar a atividade hemaglutinante da lectina pura frente a eritrocitos tratados
com glutaraldeido, de coelho ¢ humanos;

Avaliar o efeito de ions, do pH e da temperatura na atividade hemaglutinante da
lectina pura;

Inibir a atividade hemaglutinante da lectina usando diferentes carboidratos e
glicoproteinas;

Caracterizar a lectina pura através de eletroforese;

Imobilizar a lectina em Sepharose CL-4B para purificar glicoproteinas de
interesse biotecnolédgico;

Avaliar a atividade anti-fungica da lectina (BmoRL) frente a fungos

fitopatogénicos do género Fusarium.
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Pernambuco, Brazil.

ABSTRACT

A leaf lectin, specific to galactose, has already been highly purified in
milligram amounts from Bauhinia monandra Kurz (pata-de-vaca, pulse), BmoLL
(Coelho & Silva, Phytochem. Anal., 11, 1-6, 2000). Secondary root powder of
B. monandra was extracted (10 %, w/v) in 10 mM citrate-phosphate buffer, pH 6.5,
containing 0.15 M sodium chloride (selected buffer) by 16 h at 4 °C followed by
ammonium sulphate fractionation (F 0-60 %). The fraction was inhibited by
B-D-galactose, trehalose, saccharose and D(+)-cellobiose. Two lectin peaks were
obtained when 20 mg of F 0-60% were submitted to guar gel affinity chromatography.
A major amount of hemagglutinating activity was recovered as unadsorbed protein; a
peak eluted with galactose contained 6.2 mg of highly pure root lectin (BmoRL).
Native lectin was resolved as a single broad band on non-denaturing polyacrylamide
gel electrophoresis to acidic or basic proteins. Under denaturing and reducing
conditions, it appeared as a unique glycosylated polypeptide of apparent MW 26 kDa.
The highest agglutination activity of BmoRL was found with glutaraldehyde treated
rabbit erythrocytes; treated human erythrocytes of blood groups A, B and AB were
also agglutinated. BmoRL showed activity antifungal against phytopathogenic fungi,
specially, Fusarium solani with inhibition of 30 %. BmoRL also showed antifungal
activity against F. decemcellulare (20 %) and F. oxysporum (17 %b); low antifungal
activity was detected against F. moniliforme and F. lateritium. This report indicates
that at least one lectin can be purified from fresh secondary roots of B. monandra with
guar gel, in milligram amounts. The hemagglutination activity, carbohydrate bind
specificity, polypeptide molecular mass of the lectin and antifungal activity are
reported.

Key words: Bauhinia monandra lectin; root lectin, nonseed lectin; guar gel;

affinity chromatography; antifungal activity.



4.2 INTRODUCTION

Lectins are proteins or glycoproteins with ability to recognize and bind mono- or
oligosaccharides (Van Damme et al, 1995; Lis & Sharon, 1998) without inducing change in
the carbohydrate bond (Sharon & Lis, 2001). They are distributed in plants (Yan et al.,
2005; Wong & Ng, 2006), animals (Alpuche et al., 2005; Yang et al., 2007) and
microorganisms (Bhowal et al., 2005; Khan et al., 2007) and interact with free or bound
carbohydrates through a particular site structure and non-covalent principles. Carbohydrate
interactions allow lectins agglutinate cells and precipitate complex carbohydrates,
polysaccharides and glicoconjugates (Sarkar et al., 1991; Sharon & Lis, 2001). Lectins have
been used in various applications because of their structural diversity and high specificity of
binding, promoting blood typing (Mo et al., 2000), purification of cells and glycoproteins
(Young & Oomen, 1992; Sanchez & Cabezas, 1998) and to distinguish between microbial
cells (Yeetal., 2001; Trindade et al., 2006).

Legume lectins are a group of highly conserved proteins and are the subject of
interest because of their varied physiological roles in plants, such as recognition of the
nitrogen-fixing bacteria at the surface of roots, inhibition of growth of pathological
organisms, and transport of sugars, hormones or glycoproteins (Barondes 1981; Goldstein &
Etzler, 1983; Wang & Ng, 2001). Though plant lectins are mainly isolated from dry seeds,
its occurrence in other vegetative tissues like leaves (Coelho & Silva, 2000), rhizomes (Kaur
et al., 2005), tubers (Kaur et al., 2006) and roots (Wong & Ng, 2006) have been reported. In
addition, plant lectins serve as mediators of the symbiosis between nitrogen fixing
microorganisms and leguminous plants (Van Rhijn et al., 1998).

Plant lectins, in particular root lectins, have been extensively studied in a
number of aspects, for instance, their antifungal activity. A lectin from Astragalus
mongholicus roots has been shown to inhibit the growth of Botrytis cincerea, Fusarium
oxysporum, Colletorichum sp. and Drechslera turcia (Yan et al., 2005). On the other hand,
galactose-binding lectins with antifungal activity have scarcely been reported (Yan et al.,
2005). Plant lectins have broad applications in biotechnology, among them purification and
characterization of glycoconjugates and monitoring the expression of cell-surface
carbohydrates (Goldstein & Portez, 1986; Cummings, 1997). The isolation and
characterization procedures for these proteins often involve screening for the ability to
agglutinate cells and precipitate glycoconjugates, followed by the isolation on affinity

columns with specific ligands (Villanueva, 2002). Lectins, when immobilized in inert



supports, act as affinity matrices to glycoconjugate isolation (Paiva et al., 2003; Aniulyte et
al., 2006).

Bauhinia monandra Kurz (pata-de-vaca, pulse) is a fabaceae ornamental species
whose leaves are used in popular medicine for the treatment of diabetes. A leaf lectin
specific to galactose, have already been highly purified from B. monandra, BmoLL (Coelho
& Silva, 2000). The aim of this work was to isolate in high purity a secondary root lectin
from B. monandra (BmoRL), in milligram amounts. The hemagglutination activity,
carbohydrate bind specificity, polypeptide molecular mass of the lectin and antifungal

activity are reported.

4.3 MATERIALS AND METHODS

4.3.1 Preparations of Bauhinia monandra Lectin (BmoRL) from secondary roots

Secondary root was harvested from the Germplasm Bank of Medicinal Plants at
the Experimental Station of Itapirema, Goiana City, or from the roads of Olinda and Recife
cities, State of Pernambuco, Northeast of Brazil. A sample of the collected material is under
voucher specimen number 57462, IPA, kept at the Herbarium “Déardano de Andrade Lima”,
from the Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria, Recife. Secondary root was
well washed in tap water followed by distilled water, cut into small pieces and left to dry at
room temperature for 2-3 days. The fine powder obtained in a multiprocessor was used to
extract BmoRL.

Root powder extracts (10 %, w/v) were obtained by overnight gentle
shaking at 4 °C, in 0.01 M citrate phosphate buffer (pH 6.5), containing 0.15 M NacCl (the
selected buffer). The extract (P1) was passed through gauze and centrifuged at 8000 rpm (15
min). P1 was submitted to a 60 % (w/v) ammonium sulphate fractionation by adding the
solid salt. After 4 h at room temperature, the resuspended precipitate was dialysed against

distilled water, followed by the selected buffer (F 0-60 %, P2).

4.3.2 Hemagglutination activity (HA) assays

Fresh erythrocytes were obtained as described by Bukantz et al. (1946), from
human (A, B, O and AB types) and rabbit. Glutaraldehyde-treated erythrocytes (Bing et al.,
1967) were also used. In general the hemagglutinating activity (HA) was assayed with
glutaraldehyde-treated rabbit erythrocytes.



The HA assays were performed according to Correia & Coelho (1995); HA was
defined as the last sample dilution showing hemagglutination, and the specific HA (SHA)

corresponded to the HA divided by the protein concentration.

4.3.3 BmoRL purification protocols

BmoRL was purified according to Coelho & Silva (2000). The affinity matrix
was made by cross-linking refined guar gum (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA),
guaran, with epichlorohydrin in a mixture of water and 2-propanol, according to Gupta et al.
(1979). A sample (20 mg) of P2 containing BmoRL was applied to a 10 mL guar gel
column. The affinity column was washed with the selected buffer until A,z was zero. Then,
the adsorbed lectin was eluted with 0.05 M D-galactose in the buffer (P3). The fractions
with high activity were bulked together and dialysed with 2 changes of 0.01 M citrate
phosphate buffer, pH 6.5, containing 0.15 M NaCl (1 mL/100 mL/2 h). HA and protein

were measured and the material was kept at -20 °C.

4.3.4 Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) of native and denatured protein.

PAGE was performed for native acidic and basic protein according to the
methods of Davis (1964) and Reisfeld et al. (1962), respectively. Denatured and reduced
samples were evaluated by the method of Laemmli (1970). The standard marker proteins
were galactosidase (116 kDa), phosphorylase b (97.4 kDa), bovine serum albumin (66.2
kDa), alcohol dehydrogenase (37.6 kDa), carbonic anhydrase (28.5 kDa), myoglobin (18.4
kDa) and lysozyme (14 kDa), purchased from Pharmacia Fine chemicals (Pharmacia
Biotechnology, Uppsala, Sweden). The gels were stained either for protein with Coomassie
Brilliant Blue Laemmli, (1970), or for carbohydrate using the Schiff reagent (Sigma)

according to Pharmacia Fine Chemicals (1980).

4.3.5 Protein measurement

Whenever necessary, the protein concentrations were measured according to

Lowry et al. (1951) and by absorbance at 280 nm.



4.3.6 Hemagglutination activity inhibition assays

The carbohydrate-binding specificity of BmoRL was determined by inhibition
assay using glycoproteins (asialofetuin, asocasein, avidin, casein, ferritina, fetuin, bovine
fetal serum, peroxidase, ovalbumin, thyroglobulin) and sugars D(+)-galactose, D(+)-
raffinose, N-acetyl-D-galactosamine, L(+)-rhamnose, trehalose, D(+)-cellobiose and
sucrose. The inhibition assays were performed in microtiter plates: 50 pL of a solution
containing either carbohydrate (25-200 mM) in 0.15 M sodium chloride, or glycoprotein
(500 pg/mL) in  0.15 M sodium chloride were applied in wells, except on the second well
where was applied a solution with twice as concentration tested. Following, 50 puL of lectin
preparation (10 pg/mL) was distributed in the second well and successive dilutions
were performed. After 15 min at room temperature, 50 pL of a 2.5 % (v/v) suspension of
rabbit erythrocytes was added in a final volume of 100 pL. The result was recorded visually

after 45 min at room temperature.

4.3.7 Effects of ions, pH and temperature on BmoRL-induced hemagglutination

BmoRL was incubated at room temperature with CaCl, and MgCl, (0.02 and
0.04 M), submitted to the thermal treatment at 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 and 100 °C for
30 min, and evaluated at different pH values. The lectin (50 uL) was diluted in 0.01 M Tris-
hydrochloric acid buffer (pH values of 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 and 9.5), 0.01 M sodium phosphate
buffer (pH values of 6.5, 7.0, and 7.5), and 0.01 M citrate-phosphate buffer (pH values of
3.0,3.5,4.0,4.5,5.0,5.5, 6.0, 6.5 and 7.0). HA was determined before and after incubation
using rabbit erythrocytes.

4.2.8 Antifungal activity assay with Fusarium strains

Isolates of Fusarium solani (URM-2480), F. oxysporum (URM-2489),
F. moniliforme (URM-3226), F. decemcellulare (URM-3006) and F. lateritium (URM-
2491) were obtained from Culture Collections of Departamento de Micologia, Universidade
Federal de Pernambuco, Brazil.

Antifungal activity was determined by a modified assay based on the method
described by Wong & Ng (2005). Fungal mycelia were cultured in 100 x 15 mm petri dishes

containing 10 mL potato dextrose agar medium. Purified lectin (120 pg) was added in



medium and a fungal mycelium disk (0.625 cm in diameter) was disposed in the center of a
petri plate (100 x 15 mm). All assays were carried out in triplicate. A 0.01 M citrate
phosphate buffer (pH 6.5), containing 0.15 M NaCl saline solution and 10 ppm Cercobin
were used as negative and positive controls, respectively. The plates were incubated at 28
°C for 72 h. Antifungal activity was indicated by a reduction of fungi growth halo in the
plates.

4.3 RESULTS AND DISCUSSION

A crescent interest in B. monandra has been raised since a galactose specific
lectin was found in a hypoglycemic leaf preparation. BmoLL and also hemagglutinating
activity inhibited by D-galactose have already been detected in preparations of B. monandra
petioles, branches of stems, stems, buds, flowers as well as secondary roots. Coelho & Silva
(2000) obtained preparations from the latter source with very high SHA values (7282, whole
extracts).

The present report represents the first investigation on the purification and
antifungal activity of a lectin from the secondary roots of B. monandra. A lectin from root
extract of B. monandra was purified in a single step by affinity chromatography column
using guar gel beads to isolate BmoRL in milligram amounts. The purification protocol of
this lectin is summarized in Table 1. The unretained fraction was eluted with selected
buffer, and showed no hemagglutinant activity in the presence of any tested erythrocytes.
The chromatographic profile revealed a proteic peak eluted with 0.05 M galactose. Highest
HA was detected only on fractions obtained after elution (Figurel). Another galactose-
specific lectin from the seeds of Dolichos lablab was also purified by affinity
chromatography column using Sepharose—galactose gel (Latha et al., 2005). In addition, a
lectin (nominated PjLec) was isolated from haemolymph of the shrimp Penaeus japonicus
by affinity chromatography with fetuin-Sepharose (Yang et al., 2007).

SDS-PAGE of active fraction revealed that guar gel column was efficient on
BmoRL purification; the lectin showed the same pattern in the presence or absence of
B-mercaptoethanol reducing agent (Figure 2). BmoRL on PAGE for native basic proteins
gave a single band (Figure 3). BmoRL is a glycoprotein as detected by periodic acid-Schiff
staining. It has been reported that a novel galactose-binding lectin, purified from roots of
Astragalus mongholicus (AMML), is a glycoprotein with antifungal activity (Yan et al.,
2005).



The effect of divalent cation on BmoRL SHA revealed that Ca™ or Mg™ did not
stimulate the lectin. This behavior has been observed in other lectins as for example the
lectin from Arundo donax rhizomes (Kaur et al., 2005). In addition, a lectin from roots of
Astragalus mongholicus (AMML) did not require metal ions for its hemagglutination
activity (Yan et al., 2005). BmoRL activity was heat stable at 60 °C but no activity was
detected above this temperature (Figure 4). The lectin from A. donax rhizomes (ADL) is
stable up to 55 °C for 15 min and lost its activity by 20 % at 60 °C; beyond 85 °C no activity
was observed (Kaur et al., 2005). The effect of pH on BmoRL hemagglutinating activity
showed that the lectin was more active in 0.01 M citrate-phophate buffer, pH 6.5. The lectin
was also active with 0.01 M Tris-HCI bufter, pH 7.0 to 7.5, and 0.01 M sodium phosphate
buffer, pH 7.0 to 7.5 (Figure 5). This behavior has been observed in other lectins, as
demonstrated by Salvia bogotensis seed lectin where a maximum pH stability was reached
at pH 7.0 and 8.0, but its activity below pH 2.0 and above 12.5 was completely inhibited
(Vega & Pérez, 2006). BmoRL showed high affinity with all tested erythrocytes, except
type O human erythrocytes. The HA of BmoRL with rabbit (8192) and human B, AB was
512, A 1024 and O was zero, suggesting that BmoRL recognizes the structure of
carbohydrate specificity comprising the surface of erythrocyte membranes.

BmoRL was totally inhibited by D(+)-galactose and D(+)-raffinose and partially
inhibited by trehalose (1024), sucrose and L(+)-rhamnose (2048).It has been reported that
the lectin from roots of Astragalus mongholicus (AMML) is galactose-specific (Yan et al.,
2005). On the other hand, the hemagglutinating activity of Pseudostellaria heterophylla root
lectin remained unaltered in the presence of D-fructose, L-arabinose, D-arabinose, L-
rhamnose, D-xylose, L-sorbose, inositol, lactose, D-galactose, inulin, inositol, cellobiose,
glucose, D-mannose, raffinose, D-melibiose, = D-galactosamine,  o-methyl-D-
galactopyranoside, and a-methyl-D-glucopyranoside (Wang & Ng, 2006).

Purified BmoRL showed antifungal activity against various fungal species of the
phytopathogenic fungi, namely Fusarium species (Figure 6). The lectin inhibited F. solani
growth at the percentage of inhibition of 30 % (Figure 7). The lectin also showed antifungal
activity against F. decemcellulare (20 %) and F. oxysporum (17 %), when compared with
positive control (Cercobin); low antifungal activity was detected against F. moniliforme and
F. lateritium (Figure 7).This behavior has been observed in other lectins, for example
Astragalus mongholicu root lectin revealed antifungal activity against various species of the
phytopathogenic fungi (Yan et al.,2005). In vitro studies demonstrated that two novel chitin-

binding lectins seeds of Artocarpus integrifolia inhibited the growth of F. moniliforme



and Saccharomyces cerevisiae (Trindade et al., 2006). In contrast, Pseudostellaria
heterophylla lectin did not display antifungal activity (Wang & Ng, 2006).
In conclusion, an efficient protocol was developed to purify a B. monandra

secondary root lectin (BmoRL), in milligram quantities, with antifungal activity.
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Table 1. Purification of Bauhinia monandra root lectin

Prep Titer Total volume, |Protein, SHA Total AH |Yield %
ml mg/mL

P1 1024 785.0 1.96 523 803840 100

P2 4096 36.5 3.6 1141 149504 19.0

P3 8192 2.0 0.47 17430 16384 71.4

Hemagglutinating activity (HA) was made with 2.5 % v/v suspension of glutaraldehyde
treated rabbit erythrocytes. SHA, Specific HA: titer”'/ protein. BmoRL yield corresponded to
total activity obtained from P2 (5.6 mL) applied to guar gel column.
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Figure 1. Guar gel affinity chromatography of F 0-60 % (P2) eluted with 0.05 M
D-Galactose. The lectin sample (5.6 mL of P2 containing 20 mg of protein and
hemagglutinating activity of 4,096™") was applied to a 10 mL column. Fractions (2 mL) were
collected at 20 mL/h. The column was subsequently eluted with the selected buffer (1),
followed by the buffer containing: (2) 50 mM D-Galactose, P3, and (3) 1 M NaCl.
(O0)A280nm; (m)log AH.



kDa

Figure 2. SDS-PAGE of purified BmoRL treated with (B) and without B-mercapthoethanol
(C). The gel was stained with Schiff reagent (A) and Coomassie Brilliant Blue (B and C).
Lane M corresponds to standard marker proteins (molecular weights shown in kDa). The
standard marker proteins were: galactosidase (116 kDa), phosphorylase b (97.4 kDa),
bovine serum albumin (66.2 kDa), alcohol dehydrogenase (37.6 kDa), carbonic anhydrase
(28.5 kDa), myoglobin (18.4 kDa) and lysozyme (14 kDa).



Figure 3. PAGE to basic protein (A) from purified BmoRL. Lane B corresponds to standard

marker cytochrome C. The gels were stained with starch black.
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Figure 4. Specific hemagglutinating activity (SHA) of BmoRL, at different temperatures.
SHA: titer”'/protein (mg/mL)
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Figure 5. Effect of pH on BmoRL specific hemagglutinating activity (SHA).



Figure 6. Inhibitory activity from F. solani mycelium growth with BmoRL. (A) BmoRL
(120 pg), (B) Positive control (Cercobin at 10 ppm), and (C) Negative control (0.01 M
citrate phosphate buffer (pH 6.5) in 0.15 M NaCl). All assays were carried out in triplicate.
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Figure 7. Antifungal activity of BmoRL toward Fusarim species. All assays were carried

out in triplicate and results are given as mean = S.E.
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5 CONCLUSOES
e Ensaios de hemaglutinagdo com eritrécitos de coelho revelaram que tampdo citrato
fosfato 0,01 M, pH 6,5, contendo NaCl 0,15 M (tampao selecionado) foi eficiente para
extracdo da lectina.

e F0-60% contendo maior AHE foi o material de escolha para purifica¢do da proteina.

e Raizes secundarias de B. monanadra apresentam uma lectina (BmoRL) purificada por

cromatografia de afinida em gel de guar com alta atividade hemaglutinante especifica.

e BmoRL nfo teve sua atividade hemaglutinante aumentada em presenca de ions Ca™ e

Mg+2.

e Aquecimento da proteina demonstrou que BmoRL ¢ uma lectina termosensivel mantendo

atividade até 60 °C.

e SDS-PAGE revelou a purificagdo de BmoRL apresentando massa molecular relativa de

26 kDa.

e BmoRL possui atividade anti-fungica, com inibi¢do de mais de 30 % do crescimento de

Fusarim solani.
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ANTIFUNGAL EFFECT OF BMOLL (BAUHINIA MONANDRA LEAVES) AND
CLAVELL (CLADONIA VERTICILLARIS LICHEN) LECTINS ON FUSARIUM
SPECIES

Silva, M.D.C.%; Silva, M.C.C.*; Souza, J.D.%; Argolo, A.C.C.M.%; Melo, C.M.L.Z%
Gusmao, N.B.%; Correia, M.T.S.: Coelho, L.C.B.B.}

!Departamento de Bioquimica, Departamento de Antibiéticos, CCB, UFPE,
Pernambuco, Brasil

Lectins are carbohydrate recognition proteins with important applications in
biological and biotechnological researches. Antifungal effect of BmoLL and ClavelLL
pure lectins were evaluated on Fusarium species. BmoLL (purified from Bauhinia
monandra leaves) and ClavelLL (isolated from Cladonia verticillaris lichen) were
applied on petri plate surfaces containing 10 ml of Yeast Nitrogen Base (YNB) agar
medium; a fungal mycelium disk containing different Fusarium species (F. solani, F.
oxysporum, F. moniliforme, F. decemcellulare, F. lateritium, F. fusarioides and F.
verticiloides) was placed in the middle of plates. Lectin buffers and Cercobin
constituted the negative and positive control, respectively. Plates were incubated at
28 °C for 72 h and fungi growth halos were measured. BmoLL inhibited strongly the
growth of F. solani (72.5 %) and F. lateritium (57.15 %); F. fusarioides (27.8 %), F.
moniliforme (24 %) and F. verticiloides (14.3 %) were less inhibited. Clavell showed
antifungal activity to F. verticiloides (20 %), F. fusarioides (17.4 %) and F.
moniliforme (11.1 %). The lectins, fungal growth inhibitors from different Fusarium
species, will be evaluated with other fungal species parasites from plants and
humans.

Keywords: lectin; antifungal activity; Bauhinia monandra; Cladonia verticillaris;
Fusarium.



IMMOBILIZATION OF BAUHINIA MONANDRA LEAF LECTIN (BMOLL) ON
SEPHAROSE CL-4B (BMOLL-SEPHAROSE) AND ITS EVALUATION FOR
GLYCOPROTEIN PURIFICATION

Souza, J.D.1; Silva, M.B.R.1; Argolo, A.C.C.1and Coelho, L.C.B.B.1
1Depto de Bioquimica, CCB, UFPE, PE

Plant lectins, a heterogeneous group of carbohydrate -binding proteins, differ from
each other with respect to molecular structures and biological activities. A
galactose-specific leaf lectin has been highly purified from B. monandra (BmoLL).
The present study describes a simple immobilization protocol of BmoLL on
Sepharose CL-4B (BmoLL-Sepharose) and its evaluation to isolate glycoproteins.
The lectin was immobilized on CNBr-activated Sepharose and BmoLL-Sepharose
was analyzed for binding of fetal bovine serum glycoproteins, asialofetuin and
ovalbumin (0.5 mg) as well as glycoproteins from egg white crude extract and hog
thyroid crude homogenate (0.5 ml). Chromatography was performed by application
of samples into a 1 ml lectin column, at room temperature; fractions (1 ml) were
collected. Unbound material was washed with 0.01 M citrate-phosphate buffer, pH
6.5, containing 0.15 M sodium chloride (selected buffer) until baseline absorbance
readings. Adsorbed fractions were eluted with 0.05 M galactose in selected buffer
followed by 1 M sodium chloride. No protein peaks were obtained with 0.05 M
galactose but, after this previous stage, glycoprotein elution was performed with 1.0
M sodium chloride. BmoLL-Sepharose was efficient to adsorb bioselectively
asialofetuin and ovalbumin as well as glycoproteins from fetal bovine serum, egg
white and hog thyroid. Thus, BmoLL affinity matrix can be used to isolate
glycoconjugates.

Supported by: CNPg, PRONEX/FACEPE, MCT/CNPq/PADCT.
Key words: lectins, B. monandra, glycoproteins
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	                                                  A                                                  B               



