Artigo de Revisdo/Revision Article

As maltiplas funcoes das lectinas vegetais

The multiple functions of plant lectins

POVINELI, K.L.; FINARDI FILHO, F., The multiple functions of plant
lectins. Nutrire; rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food Nutr., Sio
Paulo, SP. | v.24, p.135-156, dez., 2002

This paper focuses on the biochemical and molecular features of
plant lectins as well as the their functional and biotechnological applica-
tion, by means of the understanding of specific lectin-carbohydrate inter-
actions. The current knowledge about plant lectins belps to understand
the physiological role, the plant’s self-protection mechanisms, and its toxic
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techniques and the design of new quimeric genes to be expressed on modi-
Jfied plants.
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El texto se dedica al estudio de algunos
aspectos bioquimicos y funcionales de las
Trata en especial de la
caracterizacion molecular y de la aplicacion

lectinas vegetales.

biotecnologica de tales proteinas, a través del
conocimiento de la especificidad de las interac-
ciones proteina-carbobidrato. El conocimento
actual contribuye a aclarar el cardcter fisiolo-
gico de las lectinas, los mecanismos internos de
proteccion de la planta y la accion toxica sobre
los predadores. De igual manera, tal conoci-
miento permite el desarrollo de técnicas de diag-
nastico y abre la posibilidad de que se proyecten
formas nuevas de expresion en las plantas gené-
ticamente modificadas.

Palabras-clave: lectinas, proteinas

vegetales, interaccion proteina-
carbohidrato, estructura molecular
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O trabalbo aborda aspectos bioquimicos
e funcionais das lectinas vegetais com énfase
na caracterizagdo molecular e na aplicacdo
biotecnologica dessas proteinas, através do
conhecimento da especificidade das interacées
proteina-carboidrato. O conbecimento atual
ajuda a esclarecer o papel fisiologico das lec-
tinas, os mecanismos internos de protecdo da
planta e a acdo toxica sobre predadores, bem
como permite o desenvolvimento de técnicas
de diagnostico e possibilita o delineamento de
novas formas de expressdao em plantas genetica-
mente modificadas.

Palavras-chave: lectinas, proteinas
vegetais, interagio proteina-
carboidrato, estrutura molecular
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INTRODUCAO

As lectinas constituem um grupo de proteinas presentes em organismos vivos dis-
tintos, sobretudo em vegetais. Por serem proteinas com altas taxas de expressio em
plantas e que se caracterizam pela acao sobre outros organismos vivos, as lectinas con-
tinuam sendo estudadas, ganhando grande importincia cientifica e pratica em diversos
campos do conhecimento em pouco mais de um século apds seu descobrimento. Uma
importante revisao historica foi publicada por SHARON e LIS (1987).

Inicialmente identificadas como proteinas toxicas, as lectinas tornaram-se ferra-
mentas indispensdveis em diagndsticos de doencgas, de tipagem sangtiinea e de iden-
tificacaio de cepas de microrganismos. Elas tém dado suporte a estudos moleculares,
estruturais, genéticos e de fisiologia vegetal entre outros, através do detalhamento das
interacoes proteina-proteina e proteina-carboidrato. No entanto, as reacoes adversas cau-
sadas por lectinas continuam sendo uma linha de investigacio académica em vegetais
empregados como alimentos, seja entre os convencionais, ou entre 0os novos produtos,
identificados em plantas consideradas exoticas ou recém domesticadas.

Este trabalho apresenta a resenha de uma parcela do conhecimento acumulado
sobre as lectinas de vegetais e suas diversas funcdes, desde as evidéncias de acio téxica,
passando pelo papel desempenhado na tipagem e caracterizacao celular, até atingir as
mais recentes descobertas como participantes de mecanismos de transduc¢iao de sinal e
a transferéncia de genes para outras culturas com a finalidade de aumentar o potencial
de resisténcia ao ataque de insetos.

CONCEITUACAO

O conceito atualmente mais aceito para a definicao de lectinas coloca-as como
proteinas ligantes de carboidratos, de origem nio imune, aglutinantes de células e gli-
coconjugados, com capacidade de reconhecimentos especificos e de manter ligacdes
reversiveis com carboidratos e substiancias contendo acgtcares, sem alterar a estrutura
covalente de alguns ligantes glicosilicos (GOLDSTEIN et al., 1980).

Esta definicao, porém, exclui algumas proteinas que apresentam homologia estru-
tural e capacidade de ligacao a carboidratos de modo semelhante a ligacao das lectinas,
mas de caracteristica monovalente. Assim, essas proteinas possuem apenas um sitio para
a ligacio com acucar e, portanto, nao tém capacidade aglutinante, como por exemplo,
as toxinas ricina e abrina (MOREIRA et al., 1991).

De acordo com a nova definicio, todas as proteinas de plantas que possuem no
minimo um dominio nao catalitico que se liga reversivelmente a mono ou oligossacari-
deos especificos sao consideradas lectinas (SHARON e LIS, 1990). Assim, foi possivel
incluir um nimero grande de proteinas com diferentes capacidades de aglutinacio e
com propriedades de precipitar glicoconjugados, levando seus autores a subdividirem as
lectinas em trés classes:
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I. As merolectinas sio proteinas contendo exclusivamente um Gnico dominio ligante
a carboidratos. Sao proteinas polipeptidicas simples, que devido a sua estrutura mono-
valente sao incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células. Exemplos bem
conhecidos deste grupo sao as heveinas, lectinas de Hevea brasiliensis (PARIJS et al., 1991)
e as proteinas ligantes monoméricas de orquideas (PEUMANS e VAN DAMME, 1995).

II. As hololectinas também sao formadas por um tnico dominio ligante a carboi-
dratos, mas contém dois ou mais desses dominios que podem ser idénticos ou muito
homologos. Este grupo compreende todas as lectinas que tém multiplos sitios de ligacio
e, em funcio dessas caracteristicas, sao capazes de aglutinar células ou precipitar glico-
conjugados. Obviamente a maijoria das lectinas de plantas conhecidas sio hololectinas,
por isso comportam-se como hemaglutininas.

III. As quimerolectinas sio proteinas que, além do dominio ligante a carboidrato,
possuem um outro dominio no relacionado com este. O segundo dominio pode ter uma
atividade catalitica ou uma outra atividade biolégica bem definida agindo independente-
mente do dominio de ligantes de carboidratos. Em func¢io do nimero de sitios de ligacoes
a acglcares, as quimerolectinas agem como merolectinas ou hololectinas (PEUMANS e VAN
DAMME, 1995). As RIPs tipo II, sigla das proteinas inativadoras de ribossomos, e as quiti-
nases tipo I de plantas, exemplificam respectivamente os dois casos citados.

OCORRENCIA E NOMENCLATURA

As lectinas estio distribuidas amplamente na natureza, sendo encontradas em
todas as classes e familias dos organismos vivos, desde microorganismos, até animais
vertebrados e invertebrados e plantas (SHARON e LIS, 1989).

Entre as plantas, as lectinas tém sido relatadas e purificadas de folhas, frutos,
raizes, tubérculos, rizomas (PEUMANS et al., 1985), bulbos, cascas, caules (VAN DAMME
et al., 1987) e predominantemente de sementes de muitas plantas (BOLINI e CHRISPEELS,
1978; WANG e NG, 1998), onde elas constituem até 10% do conteido total de proteinas
de extratos de sementes maduras (PEUMANS e VAN DAMME, 1995). A maioria das lecti-
nas de sementes maduras de leguminosas esta localizada nos cotilédones que funcionam
como reserva de nutrientes, usados durante sua germinacio.

Com relacio a nomenclatura nao existe uma padronizacio sistematica adotada
para as lectinas, resultando no uso de critérios mistos e distintos. Por exemplo, as desig-
nacoes similares a denominacao cientifica ou ao nome vulgar das espécies das quais elas
foram purificadas sio muito freqiientes. Apesar de essas denominacoes terem cariter
historico, algumas novas lectinas tiveram seus nomes escolhidos seguindo essa tendén-
cia, conforme mostra a Quadro 1.

ESPECIFICIDADES E FUNGOES

A especificidade das lectinas € usualmente estabelecida pelo ensaio de inibicio
de haptenos em que diferentes carboidratos sio testados em sua habilidade em inibir a
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Quadro 1 Denominagio de algumas lectinas

Lectina Espécie Nome Vulgar Relatado por *

Abrina Abrus precatorius jequiriti Erlich, 1881

Con A Canavalia ensiformis feijao-de-porco Somner e Howell, 1936
Crotina Croton triglium — Stillmark, 1888

Favina Vicia faba fava Boyd e Reguera, 1949
Frutalina Arthocarpus incisa fruta-pao Moreira et al., 1998
Heveina Hevea brasiliensis seringueira Van Parijs et al., 1991
Jacalina Arthocarpus integrifolia  jaca Young et al., 1989
PHA Phaseolus vulgaris feijao comum Nowel, 1960

Ricina Ricinus communis mamona Stillmark, 1888

* Segundo SHARON e LIS, 1987

hemaglutinacdo ou a precipitacido de polissacarideos ou glicoconjugados pela lectina. A
especificidade de uma lectina é definida em termos dos monossacarideos que melhor
inibem a reacio de aglutinacio (RAY et al, 1992). Apesar da baixa precisao, trata-se da
mais simples e usada técnica. De acordo com a especificidade as lectinas foram classi-
ficadas em quatro grupos, conforme a configuracao relativa dos carboidratos 3 e 4 (C,
e C) do anel piranosidico dos monossacarideos inibidores. Grupo I: L-fucose; Grupo
II: galactose/N-acetil-galactosamina; Grupo III: glicose/manose; Grupo IV: idose, gulose,

L-glicose e L-xilose.

Deve-se ressaltar que até o momento nenhuma lectina isolada se mostrou inibida por
aclcares pertencentes ao grupo IV. Por outro lado, o isolamento de lectinas que se mos-
travam fortemente inibida por N-acetilglicosamina e dcido-N-acetilneuraminico levaram a

inclusao desses actcares em dois grupos complementares (MOREIRA et al., 1991).

Apesar de muitas investigacdes, o papel fisiologico das lectinas ainda nao estd bem
estabelecido (VOZARI-HAMPE et al., 1992). Sua localizacio e seu comportamento durante
o ciclo de vida da planta sio de extrema importancia para evolucao de algumas hipéteses
sobre suas funcdes. Entre os mais destacados, estd o de reconhecimento celular, que se

manifesta de maneira distinta em diferentes 6rgaos e tecidos do mesmo organismo.

Outras func¢des sao atribuidas as lectinas como, transporte e armazenamento de
carboidratos e sua fixacio na planta, elongacio da parede celular e regulaciao de cres-
cimento, reconhecimento dos receptores de membrana, mitose induzida na formacio
celular e protoplasto, morfogénese embrionaria, fagocitose e protecao celular, exercendo
funcao enzimatica ou como proteina de reserva (KNOX et al., 1976), e como mediadoras
da simbiose entre bactérias fixadoras de nitrogénio e raizes de leguminosas (BOHLOOL
e SCHMIDT, 1974). E por fim, participando da protecio de plantas contra patégenos e
predadores (CHRISPEELS e RAIKHEL, 1991).
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A simbiose que ocorre entre leguminosas e bactérias do género Rhizobium é de
alta especificidade, através da adesdo das bactérias as raizes. O mecanismo de inducio a
fixacao de nitrogénio nos nédulos em raizes de leguminosas, nas bactérias dos géneros
Rhizobium e Bradyrbizobium, é hospedeiro-especifico da planta. Esta especificidade é
expressa nos estigios iniciais do processo de infeccao, envolvendo multiplas interacoes
entre mediadores da bactéria e da planta. Dentre os mediadores do vegetal, sugere-se
que as lectinas de raizes reconhecam moléculas receptoras em bactérias, determinando
a especificidade pelo hospedeiro.

Esta hipdtese tornou-se bastante evidente pelo trabalho de DIAZ et al. (1989), que
utilizaram técnicas de recombinacio génica, introduzindo em trevo branco (Trifolium
repens L.) o gene que codifica a lectina de ervilha (Pisum sativum). As plantas trans-
génicas obtidas foram noduladas pela bactéria Rbizobium leguminosarum, que antes
nodulava especificamente a ervilha. Os resultados mostraram que a interaciao Legumino-
sae-Rhizobium é, pelo menos parcialmente, determinada por interacdes raiz-lectina.

Sugestivas evidéncias para um papel da lectina tém surgido da interacio lectina-
fungo. MIRELMAN et al. (1975), mostraram que a lectina de germe de trigo liga-se a hifas
de Trichoderma viride, um fungo que contém quitina e glicanos na parede das hifas. A
lectina inibiu o crescimento e a germinacao dos esporos do fungo, aparentemente inter-
ferindo na sintese de quitina da parede. A heveina, uma proteina com caracteristicas de
lectina, encontrada em latex de seringueira, Hevea brasiliensis, interagiu com moléculas
precursoras de quitina impedindo a formacio e a renovagio da quitina das paredes das
hifas (PARIJS et al., 1991).

A metabolizacao mais tardia de algumas lectinas e a inibicdo do crescimento de
fungos patdgenos por outras sugere um papel de protecio, durante os primeiros estagios
de desenvolvimento da planta, como a embebi¢io, a semeadura e a germinacio inicial
das sementes (MIRELMAN et al., 1975).

No caso da lectina de germe de trigo (WGA), esta hipétese torna-se mais evidente
pelo fato de a lectina estar localizada na superficie de células mais susceptiveis a infec-
¢cdao (MISHKIND et al., 1982). As altas concentracdes de lectinas em muitas sementes e as
evidéncias de que apreciaveis quantidades de lectinas sio exudadas de sementes para o
meio externo, durante a germinacdo, também reforca esta hipotese. Resultados similares
foram comprovados por KJEMTRUP et al. (1995) em células germinativas de raizes do
feijoeiro, nas quais apenas a forma PHA-E ¢ sintetizada e pode ser encontrada no meio,
junto as raizes. Os autores ndo constataram a presenca de mRNA da forma PHA-L, como
ocorre nos cotilédones.

GIBSON et al. (1982) encontraram niveis mais altos de lectinas presentes em
sementes de cultivares de soja resistentes ao ataque pelo fungo Phytophthora megas-
perma var. sojae do que em sementes de cultivares susceptiveis e que a lectina era exu-
dada das sementes para a dgua de embebicio, rapidamente e em grandes quantidades,
do que naqueles cultivares resistentes.
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Outro papel importante das lectinas estd ligado aos mecanismos de defesa das
plantas contra o ataque de insetos que se atribui principalmente as lectinas que se ligam
a quitina, um polissacarideo de N-acetilglicosamina, que constitui um elemento estrutu-
ral importante na parede celular de muitos fungos fitopatogénicos, do exoesqueleto e
do trato digestivo dos insetos e da cuticula de nematéides (LERNER e RAIKHEL, 1992).
As células epiteliais ao longo do trato digestivo de insetos fitofagicos sao diretamente
expostas ao conteddo da dieta, por essa razio sio possiveis alvos para proteinas de
defesa de plantas. As glicoproteinas sio as maiores constituintes destas membranas que
podem ser sitios de ligacdo das lectinas. A formacdo do complexo provoca no local um
efeito deletério, ou sistémico; em conseqiiéncia o inseto pode ser repelido, pode ter seu
crescimento retardado ou nao atingir a fase adulta (PEUMANS e VAN DAMME, 1995).
Assim, tais lectinas caracterizam-se como verdadeiros compostos biostiticos ou biocidas
para tais insetos, nas concentracoes em que sao presentes nas plantas.

FATORES QUE INFLUENCIAM A ATIVIDADE

Muitos sdo os fatores que influenciam a atividade das lectinas, tais como ions, pH
e tratamentos térmicos. Com algumas poucas excecoes, todas as lectinas necessitam de
ions para sua atividade. Assim, lectinas de leguminosas contém Mn?* e Ca*, elementos
essenciais para sua atividade. Por exemplo, o tratamento de concanavalina A, Con A, em
meio acido remove essencialmente os ions metalicos, destruindo sua capacidade de se
ligar a carboidratos. A forma ativa pode ser retomada adicionando-se os ions em uma
ordem estabelecida: primeiro Mn** e depois o Ca* (SHARON e LIS, 1990).

Os metais conferem um alto grau de estabilidade estrutural 2 Con A, protegendo
as lectinas contra a inativacio pelo calor (DOYLE et al., 1975). A presenca de Ni**| iso-
ladamente de outros metais no meio, protege a Con A contra protedlises em pH 7,0,
mas nao em pH 8,2. Adicionalmente, o fator pH pode ser de grande importincia sobre
a atividade de lectinas. O aumento do pH de 2,0 para 7,0 resulta em diminuicao da
capacidade de aglutinar hemaceas, conhecida por atividade hemaglutinante ou AH, de
lectina de sementes de Ficus cunia, torna-se nula em pH 8,0 e pode ser restabelecida
pela diminuic¢ao gradativa do pH até 2,0 (RAY ef al., 1992).

A estabilidade térmica das lectinas é bastante variavel. Lectinas de diversas fontes
mostraram-se estaveis apds serem mantidas congeladas por meses ou anos, apds suces-
sivos congelamentos e descongelamentos (CORREIA e COELHO, 1995) ou mantidas por
poucos dias em temperatura ambiente (RAY et al., 1992). A estabilidade de lectinas iso-
morficas é em geral coerente entre 0os componentes de uma mesma espécie. Pode-se
citar o exemplo das lectinas de R. communis, RCA I e RCA II que apresentam estabili-
dade térmica e mudancas de atividade em fun¢io do pH, bastante similares. Ambas,
perdem 50% da atividade a 65°C e sdo totalmente inativadas a 85°C por 3 horas e, em
condicdes normais, mantém suas atividades entre pH 3,0 € 9,0 (NICOLSON et al., 1974).

Sao ainda exemplos de comportamento similar as isolectinas I e II do pinhio,
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semente do pinheiro Araucaria brasiliensis. Ambas sofrem mudancas de atividade pela
acao de EDTA, porém a AH é aumentada com adicao de Ca®** e Mn*. Além disso, elas
mantém suas AH estaveis nas faixas de pH 5,5 a 7,5, para I e 6,5 a 7,5 para II, e sio
inativadas em pH 10,5. A estabilidade térmica das duas lectinas também € semelhante,
pois as AHs sao mantidas quando tratadas a 30°C, por 30 min, e totalmente perdidas a
80°C (DATTA et al., 1991).

Os casos de isomorfismo com atividades e pardmetros de estabilidade semelhantes
indicam pequenas diferencas moleculares entre as formas, podendo ser fruto de trans-
formacoes pés-traducao, como protedlise ou glicosilacao diferenciada, e de duplicidade
de genes, durante os processos de cruzamento e melhoramento genético de variedades

comerciais.

A estrutura das lectinas tem destacado papel regulador nas atividades hemagluti-
nantes e citotoxicas (LORIS et al., 1998). Em trabalhos que promoveram mutagénese das
cadeias protéicas de lectinas foi possivel constatar a participacao de residuos de amino-
acidos localizados em algas laterais de dominios especificos. Por exemplo, mutacdes
dirigidas em ricina puderam comprovar que coexistem trés sitios de ligacio de galactose
em subdominio da cadeia B (FRANKEL et al., 1996). Sob essas condi¢des de alteracao
molecular nos subdominios 1a, 1B e 2y ha reducio da citotoxicidade da subunidade
RTB, enquanto a RTA nio é afetada.

CARACTERISTICAS MOLECULARES

Como as lectinas constituem um grupo heterogéneo de proteinas sao também mul-
tiplas as formas e as propriedades moleculares encontradas em plantas distintas. A come-
car pela massa molecular que pode variar de 3,5 KDa para a Crotalaria striata (SIKDAR
et al., 1990) até 480 KDa para Aegopoduim podagraria (PEUMANS et al., 1985). Algumas
lectinas sao muito distintas em sua estrutura, composi¢io de aminodcidos, tamanho e
volume da molécula, e contetido de ions e de carboidratos.

De maneira geral as lectinas vegetais sao compostas por subunidades, idénticas
ou nao, que variam de dois a quatro mondmeros por moléculas, sendo raras as formas
monoméricas, como € o caso da lectina da batata. Algumas lectinas sio diméricas, como
a do germe de trigo (WGA) com duas subunidades idénticas e peso molecular de 21,6
KDa e a ricina, com duas subunidades distintas e peso molecular de 63 KDa. A mais
comum, no entanto, € a forma tetramérica, como das lectina de Canavalia ensiformis e
de Dioclea grandiflora, ambas com 4 subunidades idénticas.

A Con A € um tetramero composto por uma mistura de subunidades de cadeia poli-
peptidica tnica, com 237 residuos, e de subunidades fragmentadas em duas cadeias com-
plementares e idénticas a anterior, com uma falha na ligacao peptidica entre os residuos
118 e 119 (CHRISPEELS et al., 1986). Apesar de nido estarem ligados covalentemente, os
dois fragmentos, denominados beta e gama, sao mantidos juntos por ligacdes nio cova-
lentes e formam um protdomero cuja estrutura tridimensional € essencialmente a mesma da
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subunidade formada pela cadeia polipeptidica integra (SHARON e LIS, 1989).

A dissociacdo entre estas subunidades pode ser irreversivel, na presenca de deter-
gentes como SDS, ou reversiveis, na presenca de cloridrato de guanidina, como nos
casos de PHA e WGA, e além disso, modificacdes quimicas também podem afetar a
estrutura da subunidade e, em decorréncia, a conformacio protéica. Deve-se destacar
que os padroes de associacao entre as subunidades podem variar de acordo com o
pH em que elas se encontrem. Entre pH 5,0 e 8,0 a lectina de Dioclea grandiflora
apresenta-se como um tetrimero com massa molecular aparente de 100 KDa. Em pH
inferior, a lectina é encontrada na forma de dimero e em valores de pH acima de 8,0, ela
forma agregados (MOREIRA e al., 1985).

As lectinas de leguminosas podem ser encontradas em diferentes formas molecu-
lares. Em Phaseolus vulgaris, a PHA é formada por dois tipos de subunidades, denomi-
nadas E (31,7 KDa) e L (29,9 KDa), produtos de genes distintos. Estas duas subunidades
se associam em vdrias propor¢des, dando origem a uma familia de cinco isolectinas: E,,
LE, LE, LE e L. Vale destacar que a forma E, € uma potente eritroaglutinina e a L,
possui forte acio mitogénica, enquanto as formas intermediirias apresentam ambas as
propriedades em graus diferenciados (SHARON e LIS, 1989). Os dois tipos de subuni-
dades, E e L, que constituem as isolectinas da PHA diferem em suas composicdes nos
residuos amino-terminais e nos pontos isoelétricos.

Algumas lectinas apresentam outra caracteristica, que parece ser comum aquelas
de plantas pertencentes a sub-tribo Diocleinae, de possuirem algumas subunidades que-
bradas em fragmentos. O principal ponto de clivagem, tanto na lectina de Canavalia
ensiformis (WANG et al., 1971), como na lectina de Dioclea grandiflora (AINOUZ et
al., 1987), duas lectinas desta sub tribo que apresentam elevado grau de homologia, é
entre os aminodcidos Asn (118) e Ser (119), produzindo duas subunidades quase simé-
tricas na cadeia de 237 aminodcidos. Outras lectinas da mesma familia apresentam perfis
semelhantes, evidenciados por eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de
SDS e B-mercaptoetanol, como nos casos das lectinas de Canavalia brasiliensis, Dioclea
sclerocarpa (MOREIRA et al., 1985) e Cratylia floribunda (OLIVEIRA et al., 1991).

Formas moleculares multiplas de lectinas, resultantes de mobilidades eletroforéti-
cas distintas, sdo atribuidas a pequenas modificacoes da estrutura primaria, como dife-
rencas nas cadeias laterais e nos carboidratos de glicolectinas. Podem ser formadas
anteriormente ou durante o isolamento da lectina; como um resultado das modificacoes
nas cadeias, assim como hidrélise do grupo amida, de glutamina ou asparagina, das pro-
teinas (SHARON e LIS, 1989). Se a heterogeneidade da origem genética nio foi definida,
o termo isoforma pode ser proprio para formas moleculares de lectinas presentes em
uma mesma espécie (PAIVA e COELHO, 1992).

Como visto, ndo existem aspectos estruturais comuns para todas as lectinas. As
lectinas de vegetais superiores sio ricas em aminoacidos acidos, Asp e Glu, e hidroxila-
dos, Ser e Thr, os quais em conjunto podem representar até mais de 30% do contetudo
de aminodcidos e sdo pobres ou destituidos de aminodcidos sulfurados, com poucas
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excecOes como as lectinas de germe de trigo e de batata que sao ricas em cisteina com
20,0% e 11,5% dos residuos, respectivamente. A maioria das lectinas, sao glicoproteinas,
com teores de acicares variando muito e em alguns casos chegando a 50%, como € o
caso da lectina da batata Solanum tuberosum (SHARON e LIS, 1989).

Na Con A, uma das mais estudadas com relacao a sua dependéncia por metais,
a associacio dos fons a estrutura protéica tridimensional ocorre em etapas. Primeiro, o
ion Mn* se liga a um sitio para metais denominado S1, induzindo a formacao de um
segundo sitio S2, onde o fon Ca* serd ligado. A ocupacido dos sitios metalicos por estes
ions de alguma maneira modifica a estrutura da proteina, de forma a conferir 2 mesma o
reconhecimento ao carboidrato ao qual a lectina tem afinidade (SHARON e LIS, 1990).

O sitio S1 € formado pelos residuos Glu 8, Asp 10, Asp 19, His 24 e duas moléculas
de 4dgua. Os residuos Val 32 e Ser 34 estio envolvidos de forma indireta na ligacao
dos ions Mn*". Cada um destes residuos estabelece uma ponte de hidrogénio com uma
das duas moléculas de dgua que estao interagindo diretamente com o ion. O sitio S2 é
formado pelos residuos Asp 10, Asn 19, Tyr 12 e duas moléculas de dgua, diferentes das
moléculas de agua do sitio S1. Os residuos Asp 208 e Arg 228 estao envolvidos direta-
mente, cada um estabelecendo uma ponte de hidrogénio com uma das duas moléculas
de agua do sitio S2. Dois residuos, Asp 10 e Asp 19, sio compartilhados pelos dois
cations (HARDMAN e AINSWORTH, 1972; LORIS et al., 1998).

A ligacao de Mn* ao sitio S1 da apo-Con A, a proteina desmetalizada, induz a uma
mudanca conformacional na proteina que resulta na formacio do sitio S2. A ligacio de
Ca®* ao sitio S2 induz a formacio do sitio de ligacao a carboidrato. A energia de ativacio
do processo de conversio da forma inativa para a ativa € de 22 Kcal.mol™, com uma
constante de tempo de 17 min a 5°C (BROWN et al., 1977).

As determinacdes de sequiéncias primdrias das lectinas de plantas tém sido feitas
por técnicas convencionais de derivatizacio e sequenciamento de proteinas, através da
degradacao de Edman e, nos ultimos dez anos, pelo seqliienciamento dos genes cor-
respondentes. A comparacio das sequéncias de aminodcidos permite agrupar as lectinas
de plantas superiores em quatro familias homélogas e distintas: a familia das lectinas
de leguminosas, a daquelas com especificidade por quitina, e as familias das lectinas de
Amaryllidaceae e de Moraceae, respectivamente.

A homologia entre diferentes lectinas obtidas de uma familia de plantas simples,
de legumes, sugere fortemente uma origem genética comum para estas proteinas. Por
essa razao, as lectinas podem ser agrupadas em familias que tém sua estrutura primdria
conservada. Além disso, a homologia sugere um ancestral comum para os genes codifi-
cadores dessas proteinas, que se torna mais evidente quando se comparam seqiiéncias
de lectinas de plantas de uma mesma familia (CHRISPEELS e RAIKHEL, 1991).

As sementes de leguminosas constituem a maior e a mais estudada familia
de lectinas vegetais. Como resultado desses estudos, diversas proteinas desse grupo

se encontram completamente seqlenciadas, podendo-se citar: Canavalia ensiformis
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P.vulgaris Arc4 MASSKFFTVL----FLVLLSHANSATETSFNIDAFNKTNLILQGDATVTSKGYLRLTDDT
P.vulgaris Arc5 MASSN---LLSLALFLVL-THANSASQTFFSFDRFNETNLILQGDAPSSSSGQLRLTNLK
P.vulgaris AI4 MASS---NLLSLALFLVLLTHANSATETSFIIDAFNKTNLILQGDATVSSNGNLQLSHNS
P.vulgaris lec MASSN---LLSLALFLVLLTHANSASQTSFSFQRFNETNLILQRDATVSSKGQLRLTNVN
P.acutifolius AI MASSKFCSVLSLVLFLVLLTHANSACNTSFNFHSFNETNLMLQGQATVSSNGNLQLN--T
P.acutifoliuslec MASSNFSTVLSLALFLPLLTHANSANDISFNFQRFNETNLILQGDASVSSSGQLRLTNLN
P.lunatus AI2 MASSKFCTVLSLALFLVLLTHANSANDIFFNIDRFNETNLILQGDATVSSKGQLELTDET
P.lunatus Arc MASSKFSTVLSLALFLVLLTHANSAELFSFNFQTFNAANLILQGNASVSSSGQLRLTEVK
P.maculatus AI MASSKFSTVLSLALFLVLLSHANSANDISFNITTFNETNLILQGDATVSSNGNLQLNDDK

% %k %k 53 *k k kkkkk * . kk ckk-kk -k ik ok ok k|
P.vulgaris Arc4 ED------ SMGRAFYSVPIQIRDSTTGNVASFSTNFTFIMD---EANSTYGLAFALVPVG
P.vulgaris Arc5 SNGEPTVGSLGRAFYSAPIQIWDNTTGTVASFATSFTFNIQVPNNAGPADGLAFALVPVG
P.vulgaris AI4 YD------ SMSRAFYSAPIQIRDSTTGNVASFDSNFTMNIRTHRQANSAVGLDFVLVPV-
P.vulgaris lec DNGEPTLSSLGRAFYSAPIQIWDNTTGAVAASPTSFTFNIDVPNNSGPADGLAFVLLPVG
P.acutifolius AI MD------ SMCSAFYSAPIQIRDSTTGNVASFDTNFTINMTSYCKANSAVGLDFALVPV-
P.acutifoliuslec DNGEPTLSSLGRAFYSTPIQIWDSTTGAVASFATSFTFNIRVPNNAGPADGLAFALVPVG
P.lunatus AI2 SD------ SMGRAFYSAPIQMRDST-GN-ASFDTNFTFNMRPSNKVTSGYGLAFALVPVD
P.lunatus Arc SNGEPKVASLGRAFYSAPIQMRDST-GN-ASFDTNFTFNMRPSNKVTSGYGLAFALVPVD
P.maculatus AI SD------ SMGRAFYSAPIQIRDSTTGNVASFDTNFTINLP---DVNSPYGLAFALVPVG

. * . *kkk kkk: *k * * * . TLokKk . . . *k k k.kk
P.vulgaris Arc4 SEPKANGPFLGLFRKPGYDPEAHTVAVVFINH--WYPNANGRHLGIDVNSILPIES-KPW
P.vulgaris Arc5 SQPKHKGGLLGLFNNDKYDSNAHTLAVELDTCNNRDWDPKPRHIGIDVNSIRSIKT-TPW
P.vulgaris AI4 -QPESKG-——————====———— DTVTVEFDTF----——-— LSRVSIDVNN-NDIKS-VPW
P.vulgaris lec SQPKDKGGLLGLFNNYKYDSNAHTVAVEFDTLYNVHWDPKPRHIGIDVNSIKSIKT-TTW
P.acutifolius AI -QPKSKGRLLGLFKTPDYDRNAGNVTVEFDTF-------- RRRISIDGNH-NDIES-VPW
P.acutifoliuslec SKPKDRGGLLGLFDG--SDSRAHTVAVEFDTLYNRDWDPRERHIGIDVNSIKSIKT-TPW
P.lunatus AI2 SQPKRKGRLLGLFNTPENDINAHTVAVVFDTF--——---— SNRIGIDVNSVQSIES-KSW
P.lunatus Arc SQPKRKGRLLGLFNTPENDINAHTVAVVFDTF-------— SNRIGIDVNSVQSIES-KSW
P.maculatus AI SQPKRKGRFVGLFDKVEYDPKARTVAVAFLNY--LYPSPNGRDVVIDVNSIHPYRSHQPR
H LR HER .t
P.vulgaris Arc4 YV---GQGKHAVVQITYVSSKKVLTVSLLYPSTGTMYDLYAKKVELEEEVYDWVSVGFSA
P.vulgaris Arc5 DF---VNGENAEVLITYESSTKLLVASLVYPSQKTSFIV-SDTVDLKSVLPEWVSVGFSA
P.vulgaris AI4 DVHDY-DGQNAEVRITYNSSTKVFSVSLSNPSTERATTS-LPQWRLEKEVYDWVSVGFSA
P.vulgaris lec DF---VKGENAEVLITYDSSTKLLVASLVYPSLKTSFIV-SDTVDLKSVLPEWVIVGFTA
P.acutifolius AI DVDDY-DGQONAEVRITYNSSTKVLAVSLLNLSTGKSNNV-SARMELEKKLDDWVSVGFIG
P.acutifoliuslec DF---GQGEDAEVLITYDSSTKLLVASLVYPSQKTSFIV-SDTVDLKSVLPEWVRVGFSA
P.lunatus AI2 DFRHY-KGQKAEVRITYNSSSKVLAASLFYPSPGKRYDV-SAKVELEEVLDDWVSVGFSA
P.lunatus Arc DFRHY-KGQKAEVRITYNSSSKVLAASLFYPSPGKRYDV-SAKVELEEVLDDWVSVGFSA
P.maculatus AI RLRHVIPERQVNVRITYNSSTMILAVHEFSPSTEQIYDV-STKVELEENVDDWVSVGFSA
* kkk kk .. * k. 1 1kk kkk

P.vulgaris Arc4 TSGANQWSYETHDVISWSFSSKFSD--DDDTSER---SNILLNNIL
P.vulgaris Arc5 TTGINKGNVETNDVLSWSFASKVSD--GT-TSEGLNLAKLVLNKIL
P.vulgaris AI4 TSGAYQWSYETHDVLSWSFSSKFINLKDQ-KSER---SNVVLNQIL
P.vulgaris lec TTGITKGNVETNDILSWSFASKLSD--GT-TSEALNLANFALNQIL
P.acutifolius AI TSGVHQYSFETRDVFSWSFSSKFSQ--HT-TSER---SNILINQIL
P.acutifoliuslec TSGITKGNVETNDLLSWSFASKLSD--GT-TSEGLNLANFVLNQIL
P.lunatus AI2 TSAYK----ETHDVLSWSFSSSLSD--DT-TSEP---SNILLNKIL
P.lunatus Arc TSAYK----ETHDVLSWSFSSSVSD--DT-TSEP---SNILLNKIL
P.maculatus AI TS----LNRETPDVLDWSFSSSLSD--DT-TSER---SNIVLNQIL

*: *ro koo KRRk LK HE S

Figura 1 Alinhamento dos aminodcidos de nove cadeias protéicas de espécies do
género Phaseolus. Estao dispostas as cadeias de: arcelinas 4 e 5, inibidor de ami-
lase 4 e lectina PHA-L de P. vuigaris; inibidor de amilase e lectina de P. acutifo-
lius; inibidor de amilase 2 e arcelina de P. lunatus; e inibidor de amilase de P.
maculatus. Ao final de cada bloco estao representadas as respectivas posicoes de
consenso de homologia (*), de similaridade (%), de divergéncia () e de introducido
de espacos (—) entre os residuos.
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(CUNNINGHAM et al., 1975), Dioclea grandiflora (AINOUZ et al., 1987), Baubinia pur-
pura (KUSUI et al., 1991).

Os grupos de lectinas exibem em geral alta homologia quando suas seqiiéncias
de aminoacidos sao apropriadamente alinhadas entre plantas de mesma filogenia. A
comparacao das cadeias primdrias de lectinas com especificidade por quitina, isoladas
de sementes de gramineas: trigo (WGA), cevada (BL) e arroz (RL) e dos rizomas de
Urtica diocia, revelou uma grande homologia, apesar da distancia filogenética entre elas
(CHRISPEELS e RAIKHEL, 1991). Todas possuem em comum um dominio de 43 residuos
de aminodacidos, rico em glicina e cisteina que se liga a quitina. Também através do alinha-
mento das seqiiéncias primarias de varias proteinas do género Phaseolus foi possivel
identificar as semelhancas e especificidades dos genes que compdem a grande familia
das lectinas (MIRKOV et al. 1994). Um exemplo desse alinhamento é mostrado na Figura
1, constando as sequiéncias de arcelinas, lectinas e inibidores de a-amilase (FINARDI
FILHO et al. 1996). Estas duas udltimas sio derivadas das arcelinas, proteinas de reserva
que foram perdidas durante o processo evolutivo do feijoeiro e que, em alguns exem-
plares de Puoulgaris selvagem, apresentam resisténcia ao ataque de insetos (OSBORN et
al. 1988; FORY et al. 1996).

Do mesmo modo, aplicando-se a técnica de alinhamento entre as Amaryllidaceae
evidencia-se a presenca de uma familia de lectinas de Galantbus nivalis, e de exemplares
dos géneros Narcissum e Hippeastrum com alto grau de homologia, tanto pela seqiiéncia
de nucleotideos, a partir do ¢cDNA, quanto pela seqiiéncia de aminodcidos (VAN DAMME
et al., 1992). Mais um grupo estrutural distinto é formado pelas lectinas encontradas em

A.ascalonium —---STPSP-KL-MSVATVATILTILASTCMARNVLVNNEGLYAGQSLVEEQ
A.cepa @ ———————————————- TVATILTILASTCMARNVLVNNEGLYAGQSLVVEQ
A.ursinum ——MAISVNCKI-IMVCAVGTILSILTPTSMGRNILLNGEGLYAGQSLEEGS
A.porrum MGRTTPSP-KLIMSITTVAAILTILASTCMARNLLTNGEGLYAGQSLDVEQ
sk ckkokk: ok ok kk.k ok kkkkkkkkk

A.ascalonium YTFIMQDDCNLVLYEYSTPIWASNTGITGKNGCRAVMQPDGNFVVYNVKGR
A.cepa YTFIMODDCNLVLYEYSTPIWASNTGVTGKNGCRAVMQADGNFVVYDVKGR
A.ursinum YKLIMODDCNLVLFEYSTQVWASNTGVSGRNGCRAVMQOADGNFVVYDSNSR
A.porrum YKFIMODDCNLVLYEYSTPIWASNTGVTGKNGCRAVMQOKDGNFVVYDVNGR

hokkkhkkkkdkhkk o kkkk ckkkkkk: ko kkkkhkkk hkkkkkk: .k

A.ascalonium AVWASNSRRGNGNYILVLQKDRNVVIYGSDIWSTGTYRKKVGGTVVMAMNG
A.cepa AVWASNSRRGNGNYILVLQKDRNVVIYGSDIWSTGTYRKKVGGTVVMAMNG
A.ursinum AVWASQSRRGNGNYILALQEDRNVVIYGTDIWSTGTYRRGVGGTVVTVING
A.porrum PVWATNSVRGNGNYILVLQQODRNVVIYGSDIWSTGTYRRSAGGPVVMAMNG
Lkkk ok kkkkkkkk hkokkkhkkhkhk.kkkhkkkkkk: kk kk - kk
A.ascalonium TVDGGSAIGPVTVNQNVTAVRKVAAAAAA
A.cepa TVDGGSVVGPVTVNQNVTAVRKVAAAA--
A.ursinum TVDAGSGMENVT-----—----~— ATAA--
A.porrum TVNGGSVVGPVIVNQNVTAIRKVGTSAA-
*ko kK .k Cax

Figura 2 Alinhamento dos aminoacidos das cadeias protéicas de quatro espécies do
género Allium com suas respectivas posicoes de consenso de homologia (*), de
similaridade (%), de divergéncia (.) e de introducio de espacos (-) entre os residuos.
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(a)

30A

(b)

(c)

Figura 3 Modelo de estrutura cristalina de lectina que interage com receptores Flt3. a)
Hélice simples formada por ligacdes cruzadas de dimeros candnicos de FRIL; b)
Estéreo imagem de quatro super-hélices justapostas; ¢) Visao do pacote cristalino
das super-hélices. Adaptado de HAMELRYCK et al., 2000.

bulbos da familia Allium, que se caracterizam pelo baixo peso molecular e alta homologia.
Entre elas destacam-se as lectinas de cebola (Allium cepa), cebola selvagem (A. ascaloni-
cum), alho (A. sativum), alho porré (A. porrum) e A. ursinum (Figura 2). Este resultado,
obtido através de busca em bancos de dados (www.ncbi.nlm.nih.gov). ALTSCHUL et al.,
(1997) associado a programas de alinhamento de seqiiéncias (www.ch.embnet.org), evi-
dencia neste Gltimo caso a similaridade das cadeias protéicas com até 76% de homologia.

Embora a maioria das lectinas de plantas mais bem caracterizadas tenha sido iso-
lada de sementes da familia Leguminosae, varias lectinas com propriedades biologicas
interessantes tem sido recentemente obtidas da familia Moraceae, incluindo a lectina

KM* de sementes de jaca — Artocarpus integrifolia (ROSA et al., 1999).

As lectinas de sementes de Moraceae (Artocarpus integrifolia e Maclura pomifera)
possuem uma alta homologia entre si, porém nenhuma similaridade foi detectada com
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as demais lectinas de vegetais seqlienciados, o que revela a existéncia de uma familia
distinta de lectinas homoélogas (YOUNG et al., 1989). Por exemplo, a jacalina isolada
de Artocarpus integrifolia consiste de duas cadeias polipeptidicas, com uma subunidade
a, de 133 residuos, e uma subunidade 3, de 20 residuos. A analise das seqiiéncias reve-
lou que ambas subunidades apresentam variacdes em suas cadeias, indicando, assim,
a existéncia de multiplas isoformas da jacalina (YOUNG et al., 1989, 1991). Os cDNAs
das isolectinas da jaca foram isolados, caracterizados e clonados. Estuda-se, também,
seu potencial como veiculo de firmacos (YANG e CZAPLA, 1993). Deve-se incluir
ainda nesse grupo a frutalina, encontrada em sementes de fruta-pao, Artocarpus incisa,
que apresenta a partir de resultados preliminares, uma estrutura similar 2 da jacalina
(BRANCO, 1997; MOREIRA et al, 1998).

Recentes estudos tém usado propriedades fisicas para caracterizar as interacdes
de lectinas com carboidratos. A cristalizacio de glicoconjugados com lectinas leva a
formacao de estruturas diversas que dependem das valéncias de ligacao aos carboidra-
tos. Desse modo, a andlise de cristalografia de R-X mostra lectinas divalentes formando
estruturas lineares junto com glicoconjugados divalentes, enquanto formas bi ou tri-
dimensionais sio préprias de componentes com mais de duas valéncias, tanto da lectina
quanto do carboidrato (HAMELRYCK et al., 2000). Os autores, que estudaram as lectinas
isoladas de Dolichos lablab que interagem com receptores Flt3, conhecida pela sigla
FRIL, propdem estruturas cristalinas tubulares formadas por hélices compostas, que se
associam em conjuntos simétricos (Figura 3). Estudos termodinamicos das interacdes
multivalentes lectina-carboidrato tém confirmado as estruturas em redes de formacao
quadratica e hexagonal que estariam funcionalmente vinculadas aos receptores biol6gi-
cos na transdu¢ao de sinal (SACCHETTINI et al., 2001).

ASPECTOS TOXICOLOGICOS E ANTINUTRICIONAIS

As lectinas estio presentes em vdrias espécies vegetais comestiveis sendo uma
decorréncia inevitdvel a exposicio do homem e animais a estas proteinas. Entre os ali-
mentos de origem vegetal in natura e processados, cerca de 30% contém lectinas ativas
(NACHBAR e OPPENHEIM, 1980).

O primeiro grupo de lectinas que evidentemente tem um papel de defesa sio as
proteinas citotoxicas como a ricina e a abrina. Plantas que acumulam este tipo de proteinas
sdo potencialmente téxicas para a maioria dos organismos e, por essa raziao, tornam-se
protetoras ao ataque de eucariontes. Ha, no entanto a possibilidade, de que alguns fungos
ou insetos sejam capazes de inativar estas lectinas toxicas por protedlise bem antes de
elas causarem qualquer dano significante (PEUMANS e VAN DAMME, 1995).

Tem sido mostrado que certas lectinas sao altamente resistentes a hidrolise enzi-
mdtica no trato gastrointestinal. BRADY et al. (1978) mostraram que a WGA pode ser

recuperada intacta e biologicamente ativa em amostras fecais de individuos que haviam

sido alimentados com dietas contendo germe de trigo. Em ratos alimentados com dietas
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contendo lectina pura de Phaseolus vulgaris (PHA) foi recuperado, nas fezes, um teor de
90% das fracdes ingeridas, ainda na forma ativa (PUSZTAI et al., 1986).

Dependendo da lectina presente em cada alimento ingerido, a intensidade do
processo toxico pode variar entre estados de completa auséncia sintomatologica até a
morte por ingestao de diminutas quantidades. Neste caso se encontram as RIPs, que sao
conhecidas como potentes agentes citotoxicos. Ha relatos de efeito mortal das RIPs tipo
IT sobre animais superiores, incluindo humanos (PEUMANS e VAN DAMME, 1995).

O fato de sementes de leguminosas serem consumidas por uma parcela conside-
ravel da populacio mundial, faz aumentar a preocupacio de pesquisadores sobre o
real significado das lectinas nas dietas, pois feijoes crus (Phaseolus vuigaris) presentes
em racoes de ratos debilitam o desenvolvimento desses animais. Esta claro que as lecti-
nas de feijoes, apds a interacdo com receptores na superficie de células intestinais, sdo
endocitadas, causando distirbios sistémicos. Ha perda das microvilosidades intestinais
de ratos alimentados com lectinas de feijao, diminuindo o ritmo de crescimento dos
animais (ROSSI et al., 1984). Hiperplasias de intestinos, de figado e de pancreas também
foram observadas quando a lectina pura foi administrada a ratos. Aparentemente a hiper-
plasia pancreatica pode ser a responsavel pela diminuicao dos niveis de insulina dos
ratos alimentados com lectina de feijao (PUSZTALI et al., 1986).

Adicionalmente, a lectina de P. vuigaris administrada aos ratos por via oral ocasio-
nou certa atrofia do timo, que poderia ser causada pela proliferacio bacteriana no intes-
tino, com suspeita de dano no sistema imunolégico (JAYNE-WILLIANS e HEWITT, 1972).
A ingestio de lectina de P. vulgaris também afeta o metabolismo de nutrientes, com um
aumento na excre¢io de nitrogénio e no catabolismo lipidico (PUSZTALI et al., 1986),
conduzindo a uma debilidade geral, com perda de peso, desenvolvimento inadequado e
eventual morte. Administradas parenteralmente podem diminuir a resisténcia a infeccdes
(DICKINSON et al., 1978), ou provocar tumores (SCHWARTZ e PAPPAS, 1976). Ha ainda
relatos de que, sob certas circunstincias, as lectinas podem ser altamente alergénicas
(MITCHELL e CLARKE, 1979).

Recentemente, resultados de ensaios nutricionais executados com lectinas de
Galanthus nivalis, GNA, incorporadas em batatas causaram grande repercussio e polé-
mica (EWEN e PUSZTAI 1999). Racoes administradas a ratos tiveram adi¢iao da lectina
em sua forma purificada e batatas geneticamente modificadas, GM, para expressar a
GNA. Os autores afirmaram que as batatas GM foram responsaveis pelo retardo no
desenvolvimento dos animais, com danos ao sistema nervoso. Porém, apds uma audito-
ria interna, ficaram comprovadas falhas no delineamento experimental, de tal modo que
os resultados nao tiveram credibilidade. De qualquer forma, o fato relevante que ficou
do ensaio foi a alta toxicidade da GNA, inadequada para ser empregada em plantas GM
como barreira biolégica contra pragas.

Mesmo entre as leguminosas, os dados da literatura apresentam posicoes diver-
gentes dependendo das espécies ensaiadas. FIGUEROA et al. (1984), trabalhando com
lectinas isoladas de P. vuigaris, constataram que a adicao de 1% de lectina do feijao
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Jalo provoca diminui¢ao no crescimento, altera a glicemia sérica e também reduz a ativi-
dade da maltase e da invertase na mucosa intestinal de ratos. Em contraste, porém, as
sementes de feijao veludo (Mucuna pruriens) nio apresentam atividade aglutinante para
nenhum tipo sanguineo de humanos, de coelhos e de porcos, e mesmo a alta atividade
de inibicao de tripsina é drasticamente reduzida pelos procedimentos usuais de remolho
e coccio (UDEDIBIE e CARLINI, 1998). Ainda entre as leguminosas, ensaios nutricionais
com ratos alimentados com dietas contendo lentilhas (Lens culinaris) revelaram que as
preparacoes contendo a lentilha integral, a fracio globulinica e a casca das sementes
reduziram a curva de crescimento dos animais, evidenciando a baixa digestibilidade pro-
téica. Paralelamente no mesmo trabalho, os grupos de ratos que receberam lectina pura
e fracao albumina isenta de lectina na dieta ndo sofreram qualquer alteracio significativa
no desenvolvimento (CUADRADO et al., 2002).

APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DAS LECTINAS

Devido as caracteristicas e propriedades bioquimicas, as lectinas vém sendo utili-
zadas como valiosos instrumentos em pesquisas médicas e biologicas (Quadro 2).

As lectinas podem ser utilizadas para explorar superficies celulares ligando-se
a porcio carboidrato de glicoproteinas ou de glicolipidios que se projetam da célula
(SARKAR et al., 1991). Pela sua versatilidade, as lectinas tém sido usadas, muito além
da tipagem de células vermelhas do sangue, nos estudos de receptores quimicos, estru-
tura presente nas hemiceas dos grupos sangiiineos (SAKAKIBARA et al., 1985). Assim,
estudos de inibicao por actcares simples com as lectinas de Phaseolus limensis e Vicia
craca, especifica para o grupo A, de Lotus tetragonolobus e Anguilla anguilla, especi-
ficos para o grupo O, forneceram evidéncias, de que N-acetilgalactosamina e L-fucose
desempenham um papel importante na especificidade dos grupos A e O, respectiva-
mente, e como agentes mitogdnicos na lectina de Phaseolus vuigaris, PHA (SHARON e
LIS, 1987). Outras trés lectinas foram reconhecidas para o mesmo fim: o mitégeno de
erva-dos-cancros, uma lectina de Wistaria floribunda, e a Con A (DOYLE et al., 1975).

As lectinas mitogénicas também podem ser utilizadas para cariotipagem, determi-
nacao de sexo e deteccio de cromossomos defeituosos devido a facil visualizacao dos
cromossomos nas células estimuladas (SHARON e LIS, 1989).

Lectinas de diferentes especificidades foram imobilizadas sobre suportes inertes
e usadas como matrizes de afinidade para fins bastante variados. Assim, elas tém sido
utilizadas em cromatografias de afinidade niao s6 para o isolamento, como para a
demonstracao da natureza glicoprotéica de receptores de hormonios, fatores de cres-
cimento, neurotransmissores, imunoglobulinas e compostos relacionados (GIOANNINI
et al., 1982). Do mesmo modo, a cromatografia de afinidade em colunas com lectina
imobilizada tem sido utilizada nao apenas com propositos preparativos, de isolamento
de glicoproteinas de membrana, como analitico para separar glicopeptideos que diferem
pouco na composicio e estrutura de carboidratos.
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Quadro 2 Emprego de lectinas em atividades de pesquisa e em diagnéstico*

1 - Caracterizacao de carboidratos e de glicoconjugados.

2 - Estruturas de carboidratos complexos na superficie de células e de

particulas subcelulares de animais, bactérias e virus.

3 - Arquitetura de superficies celulares e suas mudancas sob transformacao maligna.

4 - Tipagem sanguinea, estudos estruturais de substancias de grupos e subgrupos
sanguineos.

5 - Isolamento de subpopulacoes de linfécitos.

6 - Genética, biossintese e funciao de glicoconjugados de superficies celulares.

7 - Estimulacio mitogénica de linfécitos, eventos apos a iniciacao da divisao celular,
constitui¢ao cromossomal de células e deteccio de anormalidades cromossdmicas.

8 - Sitios de ligacao especifica carboidratos-proteinas.

9 - Andlises estruturais dos modelos de interacao proteina-proteina.

10 -Estimula¢ao linfocitaria e de citotoxicidade celular dependente de lectinas.

11 -Tipagem de microrganismos e parasitas (T. cruzi e Leishmania.).

12 -Modelos moleculares de transducio de sinal.

13 -Fatores de resisténcia em vegetais heter6logos.

* Adaptado de: MOREIRA et al. 1991; LORIS et al. 1998; DAM e BREWER, 2002.

Diversas lectinas, entre elas a Con A, a lectina de lentilha, a BSI de Bandeiraea
simplicifolia 1, as RCA I e II de Ricinus communis, a aglutinina de germe de trigo, e
a jacalina, foram imobilizadas em suportes inertes e assim usadas como matrizes para
purificar glicoproteinas (GIOANNINI et al., 1982; SARKAR et al., 1991).

Entre as aplicacoes analiticas de lectinas pode-se citar a reacio imunoadsorvente
com enzima, ELISA, que foi desenvolvida para deteccio quantitativa de glicoproteinas
dos envelopes do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e da imunodeficiéncia de
simios (SIV) utilizando a lectina de Galanthus nivalis (MAHMOOD e HAY, 1992).

Lectinas com especificidades distintas tém sido conjugadas com isotiocianato de
fluoresceina (FITC), com a finalidade de: analisar a superficie de bactérias fixadoras de
nitrogénio, avaliar a distribuicao de receptores para lectinas em embrides de camundon-
gos transplantados (KIMBER, 1989) e estudar glicoproteinas de superficies celulares de
esperma de caprinos (SARKAR et al., 1991).

Diversas lectinas sao capazes de diferenciar algumas espécies de microorganismos.
Lectina de germe de trigo (WGA) aglutina a espécie Neisseria gonorrboeae (SCHAEFER et
al., 1979), lectinas de Glycine max, Abrus precatorius e Griffonia simplicifolia, aglutinam
apenas Bacillus antbracis e Bacillus mycoidis (COLE et al., 1984) entre varios bacilos. O

uso de lectinas em microbiologia clinica apresenta varias vantagens como, estabilidade,
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atividade especifica elevada, disponibilidade comercial de virias lectinas e habilidades
em mostrar diferencas estruturais entre espécies (SLIFKIN e DOYLE, 1990).

O emprego da tecnologia do DNA recombinante tem demonstrado extrema utili-
dade em estudos de estrutura, biossintese e funcao de lectinas de plantas (HAMELRYCK
et al., 2000). Além desses, as técnicas de biologia molecular tém permitido a transforma-
cio genética de plantas para aumentar a resisténcia ao ataque de insetos predadores
(SHADE et al. 1994) e a diminui¢iao de fatores adversos pela presenca de lectinas em
vegetais comestiveis. Por exemplo, a inclusao de uma proteina inibidora de a-amilase,
da mesma familia das lectinas de feijao comum, em ervilhas proporcionou resisténcia da
planta ao ataque de carunchos (SHADE et al. 1994). As mesmas ervilhas foram emprega-
das em ensaio nutricional de ratos sem causar danos ao desenvolvimento e tampouco
alterar os parametros bioquimicos e clinicos de controle de satde dos animais (PUSZTAI

et al, 1999).

CONCLUSOES

Além do entendimento atual dos mecanismos clissicos que regem as interacoes
lectina-carboidrato estio em curso novas revelacdes sobre o papel das lectinas nas célu-
las e tecidos. Essas deverio trazer esclarecimentos sobre o metabolismo e a fisiologia de
todos os seres vivos com indiscutiveis avancos para o transporte de substancias bioativas
para o interior das células, o desenvolvimento de modernas técnicas de diagnodstico, a
transformacao genética de organismos e a identificacio e a eliminacio de fatores adver-
sos de plantas.

Abrem-se, portanto, alternativas de desenvolvimento de novas variedades de plan-
tas mais resistentes, mais bem adaptadas ao meio e que, a0 mesmo tempo, se tornam
mais Uteis para diversas finalidades e empregos nas areas de saide, sobretudo para
serem consumidas diretamente como alimentos.
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