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Resumo

A Canavalia ensiformis é uma leguminosa com ampla distribuigdo tropical. E bastante utilizada em agricultura
como cobertura verde para enriquecer o solo de nutrientes. Devido ao seu elevado valor nutricional suas semen-
tes sédo empregadas na alimentagdo do gado e suas folhas na alimentagdo humana. Ela é bastante resistente as
variagdes das condi¢des ambientais, insetos e microorganismos. Seus principais componentes biologicamente
ativos sao proteinas, peptideos, enzimas ou derivados de aminoacidos e dentre os quais € importante chamar
a atengdo para concanavalina A, urease, canatoxina, jaburetox, serino-proteases e L-canavanina / L-canalina.
Estes compostos apresentam importantes fungbes bioquimicas e suas atividades bioldgicas tém sido objeto de
intensas investigacdes. Além disso, estes principais componentes purificados de sementes de C. ensiformis
exercem importantes efeitos farmacoldgicos, auxiliando assim na compreensao da fisiologia dos organismos,
como também no tratamento de diversas patologias.

Abstract

Canavalia ensiformis is a widely distributed tropical legume. It is extensively used in agriculture as a green
cover for the nutritional enrichment of soils. Due to the high nutritional values the seeds are used to feed cattle
and the leaves are food for humans. It is quite resistant to changes in environmental conditions, insects and
microorganisms. The major compounds of C. ensiformis are biologically active proteins, peptides, enzymes or
amino acid derivatives. Among these compounds it is important to mention concanavalin A, ureases, canatoxin,
jaburetox, serine proteases, glycosidases and L-canavanina/L-canalina. These compounds play important
biochemical roles in the plant and, their activities have been the subject of intense investigations. In addition,
these major compounds extracted from seeds of C. ensiformis have important pharmacological effects, thereby
aiding in the understanding of physiology of organisms and in the treatment of various pathologies.
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Introducéo

A Canavalia ensiformis (L.) DC, conhecida como fei-
jao-de-porco ou “jack bean” em inglés, € uma planta
arbustiva, que pertence a familia Fabaceae. O género
Canavalia Adans por sua vez, compreende cerca de
70 a 75 espécies de plantas nativas de varias regides
do Novo Mundo. A C. ensiformis é de origem centro-
-americana, bastante cultivada em regides tropicais e
subtropicais de todo o mundo. E encontrada em esta-
do silvestre nas Antilhas e nas zonas africanas e asia-
ticas. E uma leguminosa anual ou bianual, herbacea,
muito rustica, rasteira, apresentando um crescimento
ereto e determinado de inicio lento podendo atingir 1,2
m de altura e € amplamente cultivada nos paises tro-
picais como cobertura verde. Suas folhas sao alterna-
das, trifolioladas com foliolos grandes eliptico-ovais,
de cor verde-escura brilhante, com nervuras bem sa-
lientes. Suas inflorescéncias sao axilares em racemos
grandes e suas flores sdo grandes, com corola de cor
violacea ou roxa. Suas vagens sao achatadas, largas
e compridas, coriacea, bivalvas com estrias longitu-
dinais e possui de 4 a 18 sementes. Estas sementes
sdo grandes, de forma arredondada-ovalada, de cor
branca ou rosada com hilo oblongo de cor parda, ro-
deado de uma zona de cor castanha, com uma lingle-
ta de cor branca (Rodrigues, 2004).

Esta espécie é resistente as altas temperaturas e a
seca, mas ndo suporta as geadas e é tolerante ao
sombreamento parcial. Desenvolve-se bem em solos
acidos e adapta-se praticamente a todos os tipos de
solos (argilosos, arenosos), inclusive aqueles pobres
em fosforo. A planta é excepcionalmente resistente
ao ataque de insetos, esta resisténcia € atribuida a
presenca de metabdlitos secundéarios, como a cana-
vanina (Rosenthal e Dahiman, 1986) e as uréases e
seus metabdlitos (Stanisguaski e Carlini, 2012). A C.
ensiformis é também utilizada como adubacgéo verde
e no controle a erosdo. O seu plantio pode ser sol-
teiro ou consorciado com milho, café, citrus e outras
culturas. E uma planta que cobre bem o solo e apre-
senta importante efeito alelopatico as invasoras, atu-
ando eficientemente no controle de ervas daninhas
como a tiririca (Cyperus rotundus). Tem convivido,
sem maiores problemas, com a presenca de viroses.
E hospedeira da mosca-branca (Bemisia tabaci),
transmissora do virus do mosaico dourado do feijo-
eiro e de outras viroses do feijoeiro comum Wutke e
colaboradores, (2007).

Desde as épocas pré-colombianas a C. ensiformis foi
cultivada como alimento humano e de animais domés-
ticos. Nos dias atuais também é considerada comes-
tivel: suas folhas sdo usadas como verdura, e suas
sementes sdo cozidas como feijdo comum, embora
tenham que passar por tratamento prévio para elimi-
nar as varias toxinas da planta. Seu valor nutricional &
muito grande, pois possui cerca de 300g de proteinas
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e 600g de carboidratos por quilo de semente, além de
possuir excelentes caracteristicas agrondémicas (Ude-
dibie e Carlini, 1998).

Figura 1 — Canavalia ensiformis. Nota-se que a Ca-
navalia ensiformis com folhas grandes e oblongas e
inflorescéncias de coloragdo roxa encontra-se inter-
calada com outras plantas (Foto cedida por Valério
Francisco Morelli Amaral).
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Principais substancias isoladas

Estudos fitoquimicos demonstraram a presenga de
diversas biomoléculas derivadas do metabolismo se-
cundario ou especial, particularmente em folhas e se-
mentes de C. ensiformis, como os polifendis, taninos
condensados, fitatos (Agbede e Aletor, 2005), flavo-
nbéides como demetilptercarpanos (Lampard, 1974),
alcaldides, glicosideos cianogénicos, saponinas e ter-
penoides (Udedibie e Carlini, 1998). Além disso, varias
outras substancias do metabolismo primario foram
também isoladas, purificadas e dentre elas os mais
diversos tipos de carboidratos, especialmente as he-
miceluloses e heteropolissacarideos (Ghali, Youssef e
Abdel Mobdy, 1974) e lipideos com acidos graxos de
cadeia longa (Sridhar e Seena, 2006). Contudo, o que
sempre chamou a atencao dos estudiosos de C. ensi-
formis, foi o expressivo contetdo de proteinas e seus
derivados em seus 6rgéos, e a grande diversidade de
suas respectivas fungbes. Enzimas, glicoproteinas,
polipeptideos e compostos provenientes do metabo-
lismo de aminoacidos sdo 0s mais importantes com-
ponentes da C. ensiformis. Tais moléculas tém sido
extensivamente estudadas e dentre elas podemos
destacar a concanavalina A, ureases, canotoxina, ja-
buretox-2Ec, proteases, N-glicanases, a-manosidase
e L-canavanina / L-canalina. Este trabalho tem como
objetivo comentar sobre as principais caracteristicas
quimicas destas substancias e também de suas pro-
priedades farmacologicas.
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Concavalina A

A concanavalina A (ConA) é a substancia mais conhe-
cida e estudada de C. ensiformis e, € também uma das
proteinas mais investigadas da natureza. E uma glico-
proteina de 110 kDa formada por quarto subunidades
idénticas de 27 kDa unidas por pontes de hidrogénio e
eletrostaticas Kanellopoulos e colaboradores, (1996).
Foi a primeira hemaglutinina ou lectina de planta iso-
lada e também a primeira lectina comercializada. E
amplamente usada para caracterizar glicoproteinas e
outros compostos glicosilados na superficie de célu-
las, para purificar macromoléculas contendo aguca-
res por cromatografia de afinidade (Saleemuddin e
Qayyum, 1991), bem como para estudar a regulacéo
da resposta imune celular (Trowbridge, 1973). E im-
portante lembrar que as lectinas sao glicoproteinas
que interagem de modo muito especifico com carboi-
dratos na superficie de células e a ConA é capaz de
se ligar a residuos de agucares internos e nao reduzi-
dos de a-D-manose, metil-a-D-manose, a-D-glicose e
metil-a-D-glicose. Inicialmente foi observado que esta
lectina precipitava glicogénio, mucoproteinas, eritroci-
tos de certas espécies de animais, emulsdes glicolipi-
dicas, granulos de amido, leveduras e determinadas
bactérias (Sumner e Howell, 1936). Foi também ca-
paz de promover a aglutinagao de células leucémicas,
transformadas por virus, por carcinégenos quimicos e
por irradiagdo X, mas ndo aglutinava células normais
usadas como controle (Inbar e Sachs, 1969). E mui-
to conhecida por sua grande capacidade mitogénica
estimulando assim, distintas populagdes de células T
e B, especialmente de linfocitos T-supressores (Tro-
whbridge, 1973). Foi também observado que a conA
ligava-se a glicoproteinas e glicolipideos da superficie
de muitas células incluindo leucécitos, queratinécitos,
hepatocitos e um grande numero de linhagens celu-
lares transformadas e nado transformas Ballerstadt e
colaboradores, (2006).

Pela grande capacidade e especificidade de ligagdo
a residuos de carboidratos na superficie das células
a ConA media importantes efeitos farmacolégicos.
Ela induz morte de linhagens de células cancerosas
direcionando-as para a apoptose ou para autofagia,
inibe a angiogénese de tumores e, além disso estudos
in vivo demonstraram que esta lectina também pode
levar as células tumorais & morte por estimulacdo da
resposta imune celular tumoricida Li e colaboradores,
(2011). Em modelo experimental de hepatoma, foi ob-
servado que a ConA ativou a infiltragado de linfécitos
no figado, matando as células tumorais e inibindo a
formac&o do nédulo tumoral. Apés a destruicéo da cé-
lula cancerosa e ativag@o dos linfécitos, a imunidade
de memoria foi estabelecida Lei e Chang, (2009).

A ConA foi utilizada em muitos ensaios pré-clinicos

e mostrou-se bastante eficaz como indutora de mor-
te de uma enormidade de células tumorais in vitro,
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mas ensaios in vivo com camundongos e hamsters
demonstraram importante hepatotoxicidade da ConA,
com formacdo aumentada de radicais livres do oxi-
génio Miyagi e colaboradores, (2004). A modificagao
da estrutura da ConA com o objetivo de reduzir a to-
xidade sem alterar a porgao ativa da proteina e/ou a
utilizagdo de fragmentos peptidicos provenientes da
hidrélise desta glicoproteina séo estratégias que tem
sido utilizadas nos novos ensaios clinicos. Resultados
promissores, que incluiram a significante diminuicao
da massa tumoral, 0 aumento da sobrevida e cura
de animais de experimentagéo ja foram obtidos Li e
colaboradores, (2011). Portanto, a elucidagédo do me-
canismo molecular da ConA na indug¢éo da morte de
células tumorais abriu uma nova perspectiva para o
desenvolvimento de novos agentes anticancer basea-
dos em produtos naturais.

Figura 2 — Representacdo esquematica da intera-
cdo ConA. Sua porgao protéica em a-hélice esta
representada em verde e em vermelho seus car-
boidratos. Ela reconhece com grande especifi-
cidade determinados acgucares na superficie de
varios tipos celulares. Liga-se a a glicoproteinas,
como as asialoglico-proteinas e glicolipideos e
serve também como sitio de ligagcdo para molécu-
las biologicamente ativas (Sharon e Lis, 2004).
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Ureases

Em plantas, a hidrélise da ureia é de fundamental im-
portancia para o metabolismo, pois € o principal com-
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posto nitrogenado de transporte e de estocagem de
nitrogénio. Portanto, a fungdo primaria das ureases
é permitir que as plantas utilizam a ureia como fonte
de nitrogénio para a sintese de aminoécidos, protei-
nas, bases nitrogenadas, acidos nucléicos e demais
compostos nitrogenados e também na utilizacdo da
reserva protéica das sementes durante a germina-
¢do. Além disso, a am6nia proveniente da hidrélise da
ureia tem efeitos toxicos contra microorganismos, in-
setos e predadores, constituindo assim um mecanis-
mo adicional de protecdo da planta (Witte, 2011). Por
outro lado, a ureia € um dos fertilizantes nitrogenados
mais usados no mundo, e a grande atividade das ure-
ases de planta infelizmente acarreta um importante
problema econdmico e ambiental pela liberacdo de
guantidades anormais de amonia na atmosfera (Sirko
e Brodzik, 2000).

A urease (EC 3.5.1.5; ureia amidohidrolase) é uma
niquel-enzima que catalisa a hidrélise da ureia em
duas moléculas de amdnia e uma de dioxido de car-
bono. Sdo encontradas em todos 0s organismos vivos
desde mamiferos até bactérias, mas sdo abundantes
em plantas, particularmente nas espécies das fami-
lias Leguminosae e Cucurbitaceae (Hogan, Swift e
Done, 1983). Muitas espécies de leguminosas tém
altos niveis de ureases em suas sementes, e dentre
as proteinas extraidas de C. ensiformis (peso seco)
pelo menos 0.15% corresponde ao contetdo desta
enzima (Polacco e Sparks, 1982). Bioquimicamente,
a urease de C. ensiformis é a enzima mais estuda-
da e melhor caracterizada dentre todas as ureases ja
descritas e foi a primeira enzima a ser cristalizada.
A cristalizacdo da urease de C. ensiformis rendeu a
James Sumner (1887-1955) da Universidade de Cor-
nell, o prémio Nobel de Quimica em 1946 e represen-
tou uma contribuicdo fundamental para a enzimologia
moderna, pois revelou a natureza protéica das enzi-
mas (Follmer, 2008). Em C. ensiformis trés isoformas
da urease foram descritas: 1) A jack bean urease do
tipo | (JBURE-I), que foi a primeira enzima descrita. E
a principal e a mais abundante dentre as ureases; 2)
A canatoxina, que é a isoforma neurotéxica e possuli
cerca de 30% da atividade ureolitica da JBURE-I e a
3) A jack bean urease do tipo Il (JBURE-II), a menor
das ureases com 78 kDa e também a menos conhe-
cida, pois foi descrita muito recentemente Mulinari e
colaboradores, (2011).

A JBURE-I existe predominantemente como um ho-
motrimero que pode se associar formando hexameros
de subunidades idénticas de 90 kDa contendo dois
atomos de niquel por subunidade protéica. A sequ-
éncia de aminoacidos da JBURE-I é estreitamente
relacionada a sequéncias de todas as ureases bac-
terianas sugerindo uma origem evolucionaria comum,
embora as ureases de bactérias ndo apresentem o
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conhecido efeito inseticida das ureases de C. ensifor-
mis (Follmer, 2008). A canatoxina é a isoforma muito
téxica da urease. Ela é capaz de provocar convulsdes
e morte em animais de experimentacdo quando inje-
tados intraperitonealmente. Ao contrario da JBURE-I,
a canatoxina é uma proteina dimérica com subunida-
des idénticas de 95 kDa (Carlini e Guimaraes, 1981).
Além de exibirem as mesmas fungdes, as ureases de
C. ensiformis apresentam importante homologia en-
tre suas sequéncias de aminoacidos e de suas estru-
turas 3D. Toda esta semelhanca se deve ao fato de
gue elas derivam de sequéncias génicas em comum,
possivelmente de um rearranjo ou transposicao de
fragmentos génicos semelhantes (Demartini, Carlini
e Thelen, 2011). A ativacdo do efeito toxico ou inse-
ticida de JBURE-I e da canatoxina se da através da
hidroélise de uma ligacéo peptidica sensivel a cistei-
no-proteases do tipo catepsina no trato digestivo de
determinados insetos. Desta hidrolise, é liberado um
peptideo de aproximadamente 10 kDa provenien-
te das enzimas nativas. Este peptideo, denominado
de Jaburetox-2Ec, exibe potente atividade inseticida
contra diversos hemipteros, dipteros e coledpteros,
incluindo aqueles resistentes a ureases. Insetos que
utilizam proteases digestivas do tipo serino-proteases
como a tripsina e quimiotripsina, clivam a urease de
modo distinto da catepsina e nao formam o Jabure-
tox-2Ec e consequentemente estes insetos ndo séo
afetados pela atividade inseticida destas enzimas
(Staniscuaski e Carlini, 2012). As ureases de C. ensi-
formis e seus derivados peptidicos com atividade in-
seticida definitivamente apresentam grande potencial
de aplicacdo para o desenvolvimento de estratégias
alternativas na protec@o de culturas comercialmente
relevantes contra insetos e pestes.

Figura 2 — A) Dysdercus peruvianus (besouro do al-
godao) no bioensaio, onde este inseto se alimenta
de sementes artificiais que consiste de capsulas de
gelatina preenchidas com cotilédones de algodao
pulverizado e misturado com a principal isoforma da
urease de C. ensiformis (JBURE-I) a 0.05 % que cau-
sou 100% de mortalidade das ninfas de D. peruvianus
em 2 semanas de tratamento. B) Representagdo es-
guematica de D. peruvianus ingerindo uma solugéo
contendo urease. O fragmento de~10kDa (Jaburetox-
-2Ec) liberado da clivagem proteolitica da JBURE-I
por uma cisteino-protease do tipo catepsina no in-
testino médio do inseto. O Jaburetox-2Ec circula na
hemolinfa alcangando outros tecidos como os tabulos
de Malpighi e o sistema nervoso central, matando o
inseto por inibicdo da diurese mediada por serotonina,
bem como por contracdo intensa de diversos 6rgaos
como musculos, coragao, artérias e glandulas saliva-
res (Stanisguaski e Carlini, 2012). Ambas as imagens
foram obtidas de http://www6.ufrgs.br/laprotox/en
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A principal isoforma da urease de C. ensiformis,
JBURE-I, também foi capaz de inibir o crescimento
vegetativo e a germinagédo de diversas espécies de
fungos filamentosos fitopatogénicos como Rhizoc-
tonia solani, Fusarium solani, Fusarium oxysporum,
Trichoderma sp., Trichoderma pseudokoningii, Tricho-
derma viride, Penicillium sp., Colletotrichum musae,
Curvularia lunata, Penicillium herguei, Colletotrichum
gloeosporioides e Aspergillus glaucus em concentra-
¢des nM. E importante chamar a atencdo que esta
enzima constitui uma importante estratégia de defesa
da C. ensiformis contra predadores e patdégenos du-
rante as fases iniciais de germinagéo e crescimento
da planta e esta atividade téxica ndo se relaciona com
a atividade enzimatica sobre a ureia, ou seja, € uma
enzima multifuncional que possui diferentes dominios
com atividades bioldgicas diversas Becker-Ritt e cola-
boradores, (2007).

Além das atividades ureolitica, inseticida e fungicida,
as ureases de C. ensiformis desempenham outras
fungdes bioldgicas. Como a JBURE-II foi recentemen-
te descrita, as agbes farmacoldgicas desta isoforma
ainda nado foram descritas, ao contrario para as iso-
formas JBURE-| e canatoxina. A canatoxina quando
administrada intraperitonealmente foi capaz de induzir
dificuldade respiratéria, convulsao e morte em ratos e,
em doses sub convulsivantes estimulou a liberagdo
de gonadotropinas e insulina na corrente sanguinea,
promoveu efeitos pro-inflamatérios, bradicardia e hi-
potensdo. In vitro, a canatoxina também se mostrou
um potente secretagogo em diversos sistemas ce-
lulares isolados e em doses nanomolares, induziu a
secrecdo e agregacao plaquetaria, secrecao de do-
pamina e serotonina de sinaptosomas de cérebros de
ratos, liberacao de histamina de mastécitos e secre-
¢do de insulina de ilhotas de Langerhans isoladas.
A maioria destes efeitos envolveu a ativagdo do me-
tabolismo do &cido araquidbnico principalmente da
via das lipoxigenases (Olivera-Severo, Wassermann
e Carlini, 2006). Apesar dos importantes efeitos far-
macolégicos da canatoxina in vitro e em animais de
experimentacgédo, ainda nao foram reportados estudos
clinicos em humanos utilizando esta enzima. Ja, as
atividades ureolitica e inseticida destas ureases tém
sido exploradas com muito sucesso em agricultura,
reforcando assim, a importancia da C. ensiformis
como fonte de produtos bioativos.
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Enzimas proteoliticas e seus inibidores

As proteases ou peptidases (E.C. 3.4) sdo enzimas
que hidrolisam ligagdes peptidicas em proteinas ou
peptideos. Estas enzimas mediam e regulam proces-
S0S essenciais para a manutengdo da vida e morte
de um organismo, como por exemplo, digestao e as-
similacdo das moléculas alimentares, degradagéo de
protéi-nas nos lisosomas e nos proteasomas, casca-
tas de coagulagao, fibrindlise, complemento e as de
sinalizagao intracelular, degradagédo de moléculas da
matriz extracelular, apoptose e ativagdo de horménios
dentre outras fungdes (Silva-Lopez, 2010). Estas en-
zimas estao presentes em todos 0s organismos vivos
e em todas as suas organelas e sdo adaptadas as
condi¢gbes ambientais onde atuam e por isso, sdo mo-
léculas muito diversificadas e s&o classificadas em 5
principais classes e distribuidas em cléans e familias
de acordo com suas sequéncias de aminoacidos e
mecanismo de agdo (Rawlings, Barrett e Bateman,
2012). Diversas classes de proteases ja foram des-
critas em sementes de leguminosas e sdo importan-
tes em qualquer fase do desenvolvimento das plantas
(Pacheco e Silva-Lépez, 2012). Em C. ensiformis, a
atividade proteolitica s6 foi estudada em sementes
quiescentes e em nenhuma outra espécie do género
Canavalia. Foram isoladas, purificadas e caracteri-
zadas cineticamente trés enzimas: 1) Uma asparagi-
nil endopeptidase de 37 kDa com caracteristicas de
cisteino-proteases responsavel pelo processamento
e maturagdo da concanavalina A Abe e colaborado-
res, (1993); 2) Uma serino-protease do tipo tripsina
com peso molecular 41kDa, apresentando uma oti-
ma resisténcia a 60°C, atividade maxima em pH 9,0,
inibicdo por inibidores de quimiotripsina e atividade
importantemente modulada por ions Oshikawa e co-
laboradores, (2000) e 3) Uma outra serino-protease
com caracteristicas cinéticas e bioquimicas distintas
das proteases descritas anteriormente, mas apresen-
tando massa molecular de 28 kDa. Esta Ultima prote-
ase demonstrou importante similaridade de sequéncia
primaria com as metalo-enzimas e proteinas ligadoras
de célcio, que sao propriedades também da sedolisi-
nas, uma familia especial de serino-proteases ainda
nao descrita em plantas. Estudos cinéticos demons-
traram que esta enzima pertence a familia das trip-
sinas (Demartini, Wlodawer e Carlini, 2007). Embora
as fungdes destas duas Ultimas proteases ainda nao
tenham sido esclarecidas, a grande atividade enzima-
tica e a importante resisténcia a altas temperaturas
das mesmas, chamam a atengao para as importantes
fungbes metabdlicas destas enzimas na fisiologia da
C. ensiformis e também para o grande potencial de
aplicabilidade destas proteases de C. ensiformis.

Os inibidores de proteases controlam a atividade das
enzimas proteoliticas e se sua atividade nao for es-
tritamente controlada, estas enzimas podem digerir o
conteudo protéico de células e tecidos, gerando im-
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portantes danos que pode levar o organismo a mor-
te. Os inibidores de ocorréncia natural séo peptideos
de tamanho variavel e classificados de acordo com
o tipo de proteases que inibem e sua sequéncia de
aminoacidos (Silva-Lépez, 2009). Os inibidores de
serino-proteases, principalmente os de tripsina, sédo
abundantes da natureza e particularmente em plan-
tas das familias Leguminosae e Gramineae (Losso,
2008). Tais inibidores aumentam a resisténcia da
planta a parasitos, insetos, larvas, microorganismos
e pragas. O papel destes inibidores nas interagdes
planta-microrganismo ainda néo esta muito claro, mas
considera-se que atuem retardando a protedlise das
paredes celulares e de proteinas da membrana, re-
duzindo a desorganizacao celular e dificultando a atu-
acdo de patdgenos. Sao expressos geralmente nas
sementes e graos e seus papéis fisioldgicos incluem
a regulacdo da atividade das proteases enddgenas,
imobilizagdo das proteinas de reserva, protegdo con-
tra as enzimas proteoliticas de parasitos e insetos
(Silva-Loépez, 2009). Diversas pesquisas estdo sendo
conduzidas com o objetivo de avaliar os efeitos dos
inibidores de serino-proteases de plantas no trata-
mento de diversas patologias humanas. Um notavel
exemplo séo os inibidores de tripsina da soja (Glycine
max) que estdo em estudos clinicos de fase Il para o
tratamento de adenocarcinoma de mama (Clemente
e Domoney, 2006). De sementes de C. lineata foram
purificados trés inibidores de serino-proteases: Um
inibidor de subtilisina de 6,5k Da, apresentando exce-
lente estabilidade em valores extremos de pH e tem-
peratura que demonstrou alta homologia com inibidor
| da batata Katayama e colaboradores, (1994) e dois
inibidores do tipo Kunitz de 22 kDa Terada e colabo-
radores, (1994). J& em C. gladiata trés inibidores de
serino-proteases da familia Bowman Birk foram puri-
ficados com importante atividade contra células leu-
cémicas Park e colaboradores, (2000). Embora ainda
ndo tenha sido descrita nenhuma atividade de inibido-
res de proteases em C. ensiformis é importante cha-
mar a atencdo para esta classe de substancias que
desempenham importantes fungdes bioldgicas e séao,
sem duvida, potenciais agentes quimioterapicos para
o tratamento de uma grande diversidade de doengas.

Glicosidases

A atividade das glicosidases, enzimas que partici-
pam da sintese e degradacdo de polissacarideos e
de glicoproteinas, é bastante alta em C. ensiformis.
Exemplo disso é a atividade da N-glicanase (EC
3.5.1.52) que catalisa a remocéo de oligossacarideos
no complexo de Golgi durante o processamento pds-
-traducional da concanavalina A (Sheldon, Keen e Bo-
wles, 1998). Outro exemplo sdo as a-manosidases ou
manohidrolase (E.C. 3.2.1.24), que em C. ensiformis
estdo envolvidas na via de glicosilagcao de proteinas e
catalizam a hidrdlise de ligagdes glicosidicas que en-
volvem residuos terminais de manoses em mananas.
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Esta manosidase € uma enzima glicosilada, composta
por duas subunidades protéicas de massas molecula-
res de 44 e 66 kDa, formando um tetramero de aproxi-
madamente 220 kDa. Foi observado que esta enzima
estimula a proliferacao de linfocito B de camundongos
(Einhoff e Riudiger, 1998) e inibe a formacao de nédu-
los multicelulares em células de cultura de adenocar-
cinoma de mama exibindo assim, um discreto efeito
anticancer Arcaro e colaboradores, (2004).

L-canavanina/L-canalina

Ao contrario dos outros componentes de C. ensi-
formis descritos nesta revisdo, que sdo proteinas
ou peptideos, a L-canavanina ou acido 2-amino-4-
-(guanidino oxil) butirico, € um aminoéacido nao-pro-
teico, analogo estrutural da arginina e encontrado
em membros da familia Leguminosae. A L-canava-
nina é estocada nas sementes e pode perfazer mais
de 10% do peso seco da semente e de 90% do ni-
trogénio alocado na forma de aminoacidos livres e é
hidrolisada pela arginase (E.C. 3.5.3.1) para formar
L-canalina. E importante ressaltar que as ureases e
as arginases sao universalmente distribuidas em le-
gumes acumuladores de L-canavanina / L-canalina
como na C. ensiformis (Rosenthal, 1992).

Figura 4— Metabolismo da L-canavanina e L-canalina
(Rosenthal, 1992).
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L-canalina uréia

L-canalina redutase

v
HO-CH,-CH,-CH(NH;)COOH + NH;3"

L-homoserine amdnia

A canalina é um produto natural muito téxico com pro-
priedades inseticida sobre larvas e insetos adultos de
diversos insetos, induzindo efeitos neurotdxicos irre-
versiveis. Sua toxicidade resulta da reatividade com
grupos carbonilas de aldeidos ou de certos cetoacidos
para formar oximas. Foi observado que a L-canalina
reage com a ligacdo piridoxal fosfato das enzimas
que ligam a vitamina B6 e com as transaminases
da ornitina, como: ornitina-oxo aminotransferase e
L-ornitina:2-oxo aminotransferase, inibindo signifi-
cantemente a atividade de todas estas enzimas (Me-
langeli, Rosenthal e Dalman, 1997). Assim como a ca-
nalina, a canavanina possui efeito inseticida, ademais,
€ potente repelente devido ao seu sabor e o sabor
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dos alimentos para todos os animais € um importan-
te fator para detectar e evitar a ingestao de molécu-
las téxicas Mitri e colaboradores, (2009). Além disso,
vale ressaltar que estudos demonstraram os efeitos
toxicos da L-canavanina e seu metabdlito, L-canalina,
sobre células tumorais, chamando a atencéo para o
papel anti-cancer destas substancias. O importante
€ que o efeito toxico da canavanina sobre as células
cancerosas néo foi devido a conversao de seu meta-
bélito e sim ao efeito pro-apoptético que induz nestes
tipos celulares (Vynnytska e colaboradores, 2011).
Além disso, foi reportado que a L-canavanina melhora
0 quadro fisiolégico de septicemia, que € um estado
sistémico inflamatério caracterizado pela disfungéo
da musculatura lisa vascular levando a hipotensao,
inadequada perfusdo tecidual, faléncia mutipla dos
orgéos, producao exagerada de radicais livres do oxi-
génio e consumo de anti-oxidantes endégenos com
inibicdo de enzimas antioxidantes como a superéxido
dismutase (SOD) e glutatione peroxidase (GSH-Px) e
morte. A sepsis também resulta de um aumento de
mediadores como: interleucina-1 (IL-1), 1I-10, IL-12,
fator de necrose tumoral (TNF-a) e moléculas que
induzem a produgdo de 6xido nitrico (iNOS), que é
a molécula chave responsavel por diversos aspectos
da sepsis. E sabido que a L-canavanina é um potente
analogo estrutural da L-arginina inibindo competitiva-
mente as enzimas da sintese do iNOS. Portanto, o
tratamento de animais septicémicos com canavanina
melhorou significantemente o quadro vascular deste
estado, diminuiu os niveis de TNF-q, IL-1, 1I-10, IL-12,
iINOS plasmatico e aumentou a atividade das enzimas
SOD e GSH-Px quando comparado ao groupo con-
trole sem a L-canavanina Haidara e colaboradores,
(2010). Todas essas evidéncias sugerem que a L-ca-
navanina pode ser usada como coadjuvante no trata-
mento de determinados tipos de canceres e em qua-
dros septicémicos, reforcando assim a idéia de que
a C. ensiformis é uma importante fonte de moléculas
com grande potencial biotecnoldgico e farmacoldgico.
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