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EXTRAGAO, PURIFICAGAO PARCIAL E CARACTERIZAGAO DE
LECTINAS DE SEMENTES DE Crotalaria juncea

Extraction, partial purification and characterization of lectins from
Crotalaria juncea seeds

RESUMO

Neste trabalho, sementes de Crotalaria juncea foram utilizadas
como fonte para a extracdo e purificacdo de lectinas. As lectinas
extraidas em solucdo salina apresentaram 896 UH/g de
farinha, o que corresponde a uma atividade especifica de 312,20
UH/mg proteina. Apés a purificacdo por gel filtracdo em
Sephadex G150, a atividade hemaglutinante aumentou,
evidenciando uma purificagdo de 17,6 vezes. A purificacao
parcial da lectina foi confirmada por eletroforese SDS-PAGE. A
caracterizacdo da lectina frente a seletividade por agticares
evidenciou que a lectina de C. juncea apresenta afinidade por
lactose e galactose, importante achado no que se refere a
aplicacdo destas lectinas em sistemas de separacdo de
glicoconjugados que contenham lactose ou derivados em sua
Ccomposigao.

Palavras-Chave: Lectina; Crotalaria juncea; Hemaglutininas;
Purificacao.

ABSTRACT

This work describes the extraction and purification of lectin
from Crotalaria juncea seeds. The lectin fraction was extracted in
saline solution, presenting 896 HU/g flour and 312.20 HU/mg
proteins as specific activity. After purification trough Shepadex
G150 was observed a 17.6-fold purification. The partial
purification of the lectin was confirmed by SDS-PAGE. The
characterization of sugars specificity of the lectin of C. juncea
seeds evidenced that it has affinity by lactose and galactose.
These results are promising, especially regarding to the
application of these lectins in systems for separation of
glycoconjugates containing lactose or derivates in its
composition.
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1. INTRODUGAO

Lectinas sdo proteinas de cardter nao imunolégico, com capacidade de
reconhecimento especifico e de realizar ligacdo reversivel a carboidratos ou compostos
contendo carboidratos sem alterar a estrutura covalente das ligacdes glicosidicas
(WONG; CHAN, 2008; CHE et al., 2011). Seu papel biolégico esta relacionado com a
identificacdo de informacOes através de ligacOes de oligossacarideos, disparando um
mecanismo celular especifico a esta sinalizagdo. Como exemplos pode-se citar o
mecanismo de reconhecimento do évulo pelo espermatozdide, respostas inflamatorias e
a aderéncia de neutréfilos as células endoteliais dos vasos sanguineos (ALBERTS et al.,
2006). A afinidade das lectinas é usualmente fraca para com os monossacarideos, com
constantes de associacdo muito baixas, na ordem de milimolar, no entanto, apresentam
geralmente elevada seletividade (LIS; SHARON, 1998).

Por se tratar de um grupo diversificado de proteinas, as lectinas tém aplicacdo
bastante ampla, dentre as quais podem ser destacadas a identificacdo da presenga de
carboidratos em biopolimeros ou glicoconjugados; cromatografia de afinidade para o
isolamento de hormoénios, neurotransmissores, imunoglobulinas e compostos
relacionados; estudos relacionados a estrutura quimica de membranas bioldgicas;
contribuicdo para o esclarecimento das alteracdes estruturais dos carboidratos de
superficie celulares nas transformacdes malignas; identificagdo de células tumorais;
contribuicdo na elucidagdo da estrutura quimica dos determinantes de grupos
sanguineos ABO, bem como de subgrupos e emprego na microbiologia e parasitologia
como instrumento para o reconhecimento celular e diagnéstico (CHE et al., 2011;
WONG; CHAN, 2008).

Na natureza, as lectinas sdo largamente distribuidas nas mais diversas classes de
seres vivos, incluindo plantas, algas, fungos, animais (vertebrados e invertebrados) e
microorganismos (SANTI-GADELHA et al., 2006; WONG; CHAN, 2008). Dentre as
plantas, as familias Leguminoseae e Gramineae sdo as que apresentam maior nimero
de lectinas isoladas e estudadas (SANTI-GADELHA et al., 2006; PEUMANS et al., 1988).

A crotalaria (Figura 1) é uma leguminosa utilizada na producdo de papel,
adubacao verde (cultivo isolado ou intercalado a culturas perenes), em reformas de

canaviais e em rotacdo com culturas anuais graniferas (FLORES; MIOTTO, 2005). Neste
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trabalho foram extraidas, parcialmente purificadas e caracterizadas lectinas de sementes

de Crotalaria juncea.

Figura 1. Vagem de Crotalaria juncea e sua semente

2. MATERIAL E METODOS

As sementes de C. juncea (Figura 1) foram coletadas no Campus Samambaia da
Universidade Federal de Goias (Goiania-GO), trituradas em moinho de facas e
peneiradas em tamis de 0,5 mm de abertura. A farinha foi armazenada em frascos
hermeticamente fechados e acondicionada em geladeira (4 °C) até o uso.

A extragdo das lectinas foi realizada segundo metodologia descrita por Silva et.
al, (2010). 1 g de farinha foi suspensa em 10 mL de solugao salina 0,15 mol L1, incubada
a 4 °C sob agitagdo por 1 hora. O material foi centrifugado a 8000 rpm por 15 min e o
sobrenadante (extrato bruto) utilizado para os testes de hemaglutinagdo e dosagem de
proteinas totais.

A atividade hemaglutinante foi determinada de acordo com o método descrito
por Moreira e Perrone (1977), usando suspensao de hemdcias de coelho ou sangue
humano tipo O a 2% (v/v) em solucdo salina 0,15 mol L. Uma unidade de
hemaglutinacdao foi definida como sendo o inverso da maior diluicdo de uma dada

solucdo que ainda é capaz de aglutinar uma suspensdo de hemacias a 2% (v/v).
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A dosagem de proteinas soliveis no extrato bruto e na fracdo parcialmente
purificada foi realizada de acordo com metodologia descrita por Bradford (1976),
utilizando albumina bovina como padrao.

A purificacdo da lectina extraida foi realizada utilizando-se coluna de gel de
filtragdo de Dextrano-Sephadex G150, com vazao de 1,0 mL min!. O material foi eluido
utilizando-se como fase moével solucdo de NaCl 0,15 mol L-1. Fracdes de 1 mL foram
recolhidas em tubos de ensaio, suas absorbancias foram determinadas a 280 nm e as
aliquotas que apresentaram leitura foram testadas para atividade hemaglutinante e
determinacdo de proteina total. As fracdes que apresentaram atividade hemaglutinante
foram reunidas, dialisadas, liofilizadas e armazenadas em freezer para testes
posteriores.

A pureza da fracdo contendo lectinas foi indicada pela realizacao de eletroforese
em gel de poliacrilamida 12%, segundo metodologia descrita por Laemmli (1970). A
corrida foi realizada em amperagem fixa em 40 A e voltagem varidvel.

Para a caracterizagdo da lectina foram realizados testes de inibi¢do por diversos
agucares, de acordo com metodologia proposta por Moreira e Perrone (1977). A 100 pL
de solugdo 1,0 mol L1 do agtcar foi adicionado 100 pL da lectina parcialmente
purificada contendo duas unidades de hemaglutinacdo (UH). Os tubos foram entado
incubados a 37 °C por 30 minutos e depois deixados em repouso por mais 30 minutos a
temperatura ambiente. Apo6s este periodo, foi adicionado 200 pL de uma suspensao de
hemadcias de coelho a 2% (v/v). Os tubos foram incubados a 37 °C por 30 minutos e
depois, mantidos a temperatura ambiente por mais 30 minutos. A seguir, o material foi
centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos. A especificidade da lectina foi determinada

avaliando-se a capacidade de inibicdo completa da atividade hemaglutinante.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE DAS LECTINAS PRESENTES NO EXTRATO
BRUTO DE SEMENTES DE Crotalaria juncea
As leguminosas sao umas das trés maiores familias de plantas, e as sementes
pertencentes a essa familia possuem um alto teor protéico, apresentando também

presenca de lectinas. As lectinas presentes nas sementes de Crotalaria juncea, a exemplo

de outros representantes do género Crotalaria (PANDO, 2011, KHANG et al., 1990;
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REGO, 2002) apresentam atividade hemaglutinante. Os resultados positivos de
hemaglutinacdo foram detectados visualmente através da formacdo de uma rede ou
malha de hemacias no fundo dos tubos. Foram considerados negativos os tubos onde
era possivel visualizar um compacto homogéneo de células. A interacdo das lectinas
com eritrocitos ocorre devido estes possuirem receptores similares aqueles contra qual a
lectina foi desenvolvida, tendo mais de uma funcdo em uma denominada espécie ou
tendo funcao diferente em diferentes espécies (TOMS, 1971).

O extrato bruto apresentou uma atividade hemaglutinante de 224 UH g farinha,
o que corresponde a uma atividade especifica de 17,78 UH/mg de proteina. A atividade
hemaglutinante especifica obtida neste trabalho foi semelhante aos resultados
apresentados por Pando et al. (2001), estudando lectinas de C.paulina. Além disso, a
lectina de C.juncea apresentou atividade hemaglutinante especifica maior do que a
reportada por Khang et al. (1990), que determinou atividade de lectinas em C. striata, e
Rego et al. (2002), trabalhando com lectinas de C.pallida.

Os resultados encontrados neste trabalho demostraram que a lectina de C. juncea
aglutina eritrdcitos de coelho e eritrécitos humanos tipo O . O extrato bruto apresentou
atividade hemaglutinante de 1816,52 UH mL-! quando utilizado eritrécitos humanos
tipo O, ndo tripsinizados. Esse resultado difere dos apresentados por Khang et al.
(1990), que trabalhando com Crotalaria striata, encontrou uma lectina mono especifica,
com afinidade apenas por eritrécitos humanos do grupo A.

As lectinas geralmente sdo glicoproteinas, sendo a porcao glicidica das
glicoproteinas possui papel critico em eventos especificos da biologia da célula, sendo
que remogdo ou alteracdo da estrutura oligossacardica altera a atividade de algumas

glicoproteinas (PANDO, 2001; KHANG et at., 1990; REGO, 2002).

3.2. CROMATOGRAFIA POR GEL FILTRAGAO

A purificacdo parcial das lectinas de C.juncea foi realizada em Sephadez G150.
Este gel possui um intervalo para fracionamento de proteinas entre 100.000-300.000 Da.
Como pode ser observado no cromatograma apresentado na Figura 2, a atividade
hemaglutinante foi visualizada no primeiro pico, entre os tubos 4 e 16. A validacao

deste resultado foi realizada por meio de mais 12 cromatografias, e, em todos os
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experimentos, o maior titulo de atividade hemaglutinante sempre foi observado no

primeiro pico de fracionamento.
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Figura 2. Cromatografia em Shepadex G150. Eluicdo com solugao salina 0,15 mol L.
Linha azul representa a absorbdncia (280mn); linha amarela representa a presenga de
atividade hemaglutinantes e linha vermelha, quantificagdo de proteinas soltaveis.

A cromatografia por gel filtracdio promove uma distribuicdo seletiva das
moléculas e de acordo com as propriedades da matriz utilizada, dependendo do
tamanho dos poros presentes em tal matriz. Além disso, quando aplicada a uma série
homologa de polimeros, tais como proteinas, podem fornecer um método rapido e til
para estabelecimento da massa molecular e a forma dessas macromoléculas.

Os tubos dos picos que apresentaram atividade hemaglutinante de todas as
corridas cromatogréficas realizadas com Shepadex G150 foram reunidos, dializados e
liofilizados. O material liofilizado foi ressuspendido e utilizado para a realizacdo da
eletroforese e testes de caracterizacdo da afinidade por acacares.

A fracdo eluida apresentou atividade hemaglutinante de 896 UH g-1 farinha.
Apoés a cromatografia em Shepadex G!%), houve uma redugao de 77% no conteado de
proteinas, que passou de 12,72 mg mL-1 no extrato bruto, para 2,87 mg mL-1 na fracdo
eluida. A reducdo no conteido de proteinas levou ao aumento da atividade
hemaglutinante especifica (312,20 UH mg-1 proteina) e resultou em um fator de

purificacdo de 17.6.
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3.3 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A obtencdo de lectinas purificadas é essencial para estabelecimento de suas
propriedades moleculares, fisiologicas e possiveis aplicacdes. Como pode ser observado
na Figura 3, a cromatografia em Sephadex G150 proporcionou boa capacidade de
separacdo, entretanto,ao se comparar as bandas presentes no extrato bruto (R1) com o
pico da fracdo Sephadex (R2) é possivel verificar apenas uma purificagdo parcial da
lectina de C. juncea.

A analise da Raia 2 (Figura 3) permite evidenciar duas bandas distintas, uma
de massa molecular maior, entre 25 e 35 KDa e uma fracio com massa molecular
menor, de aproximadamente 18,4 KDa. Além disso, a fracdo de maior massa
molecular pode sugerir que a lectina de C.juncea pode apresentar estrutura
trimérica, com uma banda de peso 30,6 KDa, outra de 32,4 KDa e a terceira de
aproximadamente 34,2 KDa. A confirmacdo desta hipdtese, entretanto, s6 seria
possivel com a realizacdo de uma eletroforese ndo desnaturante, associada ao gel de

atividade, para comparagao das bandas.

M R1 R2
116 KDa
66,2 KDa -l
45 KDa
35 KDa
"
25 KDa

18,4 KDa . .

Figura 3. Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%. M: Marcadores de peso molecular; R1:
extrato bruto de sementes de C.junces; R2: Fracdo contendo lectina parcialmente
purificada proveniente de filtracdo em Shepadex G150.

3.4 CARACTERIZAGAO DA FRAGAO PURIFICADA

A especificidade da lectina parcialmente purificada foi testada contra os agtcares

arabinose, frutose, galactose, glicose, glucosamina, lactose, manose, metil D-glicose,
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ribose e sacarose. Dentre os aglcares testados apenas a lactose e galactose foram
capazes de inibir a atividade hemaglutinante da lectina na concentracdo de 1 mol L-1.

Todas as células apresentam carboidratos de superficie que podem estar
organizados na forma de gliconjugados ou oligossacarideos. Estes carboidratos servem
como sitio de ligacdo de lectinas e estas ligacdes podem induzir uma série de altera¢des
celulares que, consequentemente, refletem a atividade biolégica das lectinas.

As lectinas se conectam aos monossacarideos de gliconjugados pela cadeia lateral
de residuos conservados de acido aspértico, asparaginas e aminodcidos arométicos. A
glicina, que é um aminodcido invariante nos sitios de combinagdo, participa da
interacdo com grupamentos amina de monossacarideos por interacdes de hidrogénio.
Normalmente, lectinas com especificidade por galactose também interagem com
residuos de n-acetil-glicosamina. Além disso, lectinas ligantes de galactose ndo
apresentam especificidade com glicose (epimero em C4), nem com manose (epimero de
glicose em C2) (LIS e SHARON, 1998).

Embora a lectina de C. juncea tenha apresentado afinidade por lactose e galactose,
outras espécies deste género sao especificas para outros carboidratos (Tabela 1), como a
Crotalaria pallida, que apresenta afinidade por D-galactose e D-Rafinose (REGO, 2002);
Crotalaria striata, que se liga a D-Galactosamina, D-Galactose e N-acetil-D-
Galactosamina (KHANG et al., 1990); e Crotalaria paulina que possui afinidade por D-
Galactose e N-acetil-D-Galactosamina (PANDO, 2001).

Tabela 1 - Andlise de afinidade de lectinas purificadas por diferentes carboidratos.

Crotalaria Crotalaria
Crotalaria striata Paulina
Crotalaria pallida (KHNAG et al., (PANDO,
Carboidrato juncea (REGO, 2002) 1990) 2001)
D - Arabinose - - - -
D - Galactosamina nd* + -
D - Galactose + + + +
D - Frutose - - - -
D - Glicose - - - -
D - Glucosamina - - - -
D - Lactose + - - -
D - Manose - - - -
Metil D-Glicoside - - - -
N acetil D-
Galactosamina nd - + +
D - Rafinose nd + - -
D - Ribose - - - -

D - Sacarose - - - -

*nd: ndo determinado.

Revista de Biotecnologia & Ciéncia 1 Vol. 2, N°.2, Ano 2013 0 p. 12-24



20 EXTRAGAO, PURIFICAGAO E CARACTERIZAGAO DE LECTINAS DE SEMENTE DE Crotalaria juncea

As lectinas ligantes de galactose figuram entre uma das mais importantes classes
de lectinas, pois apresentam importantes atividades biol6gicas. Nestas lectinas a ligacao
com o carboidrato acontece por meio de dominios de reconhecimento de carboidratos
especificos. Tais dominios sdo predominantes de mamiferos, podendo ser encontrados
em alguns vertebrados e invertebrados. Entretanto, este tipo de dominio ndo é comum
em plantas. Nas lectinas ligantes de lactose, a unidade de glicose contribui com a

ligacdo por interagir com a proteina através das hidroxilas 2 e 3 (LIS e SHARON, 1998).

4. CONCLUSOES

A utilizagdo de Sephadex G150 como metodologia de purificacdo de lectina de
sementes de Crotalaria juncea originou um material purificado 17,56 vezes, com
rendimento de 22,56%. A caracterizacdo da lectina purificada evidenciou capacidade de
aglutinacdo de eritrécitos humanos tipo O e eritrécitos de coelho, sendo inibida a sua
atividade na presenca de lactose e galactose. Os resultados encontrados permitem
sugerir que, a fracdo parcialmente purificada pode ter aplicacdo em separacdo de

compositos que contenham glicoconjugados com residuos de lactose e galactose.
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