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RESUMO

A cromatografia de afinidade leva em conta a capacidade de interagao da
proteina, com a matriz. Assim, visando desenvolver novas matrizes para
cromatografia de afinidade de lectinas, polissacarideos naturais ou sintéticos tém
sido muito utilizados.

Nesta Tese, as gomas endospérmicas de Parkinsonia aculeata foram isoladas
e fracionadas e foi identificada uma familia de galactomananas soluveis que tiverem
sua estrutura parcialmente determinada, mostrando ser composta por quatro grupos
principais de galactomananas, formadas por uma cadeia linear de manose unidas
por ligagbes B(1-4) com substituicbes de galactose em ligacao «(1-6), apresentando
relacdes Man:Gal de 3,1:1, 3,7:1, 5,0:1 e 6,1:1 correspondendo, respectivamente, a
26,2%, 8,0%, 18,0% e 2,9% e deixando um residuo de 44,9%.

A Mw da Fracdo 1 é de 775700 g/mol, determinada por GPC. A sua
viscosidade intrinseca em agua € de 428,8 mL/g e de 532,9 em uma solucao de
NaCl 0,1 mol/L.Com estes dados evidenciou-se a a polidispersao do polissacarideo.

O endosperma total e as diversas fracoes obtidas de P. aculeata foram
avaliadas quanto a capacidade de interagir com lectinas ligantes de galactose. Os
polissacarideos foram tratadas com epicloridrina e o material reticulado obtido foi
utilizado para a montagem de colunas cromatograficas as quais foram aplicadas
fracOes ricas em lectinas de sementes de Artocarpus incisa, Artocarpus integrifolia e
Abrus precatorius.

As diversas matrizes obtidas apresentaram diferencas na capacidade de
interagir com as lectinas. Assim, todas as fragdes polissacaridicas prenderam mais
eficientemente as lectinas de Artocarpus incisa e Artocarpus integrifolia do que a
lectina de Abrus precatorius Além disso, a galactomanana obtida por extracao com
agua fria, que apresentou uma relacdo man:gal de 3,1:1 foi mais eficiente para o
isolamento das lectinas, mostrando um relacao entre o nimero de substituicbes de

galactose e a capacidade de reter lectinas, nas condicoes utilizadas para a

estabilizagcao do suporte.




ABSTRACT

The affinity chromatography of proteins is based in the specific interaction of
these and the matrix. Thus, in order to develop new matrices for the isolation of
lectins by affinity chromatography, natural and artificial polysaccharides have been
utilized.

In this work, the endospermic gums from Parkinsonia aculeata seeds were
solated and fractionated. A family of galactomannans was identified, had their
structure partially characterized and was shown to be composed by four groups of
galactomannans. The galactomannans was made by B(1-4) linked linear chain of D-
mannose units with D-galactose substitutions in a(1-6), showing relations mannose:
galactose of 3.1:1, 3.7:1, 5.0:1 and 6.1:1, corresponding, respectively, to 26.5%,
8.0%, 18.0% and 2.9%, with an insoluble residue of 44.9%.

The crude endosperm and the several fractions obtained from P. aculeata
seeds were investigated with respect to their capacity of binding galactose specific
lectins. Thus, the polysaccharides were treated with epichlorohydrin and the cross-
linked material used as matrices for affinity chromatographic columns, to which
lectin rich fractions of Artocarpus incisa, Artocarpus integrifolia and Abrus
precatorius seeds were applied.

The several matrices obtained, showed differences in the capacity to interact
with the lectins. Thus, all polysaccharide fractions bound more efficiently the to
Artocarpus (A. incisa and A. integrifolia) than to the Abrus precatorius lectins.
Moreover, the galactomannan soluble in cold water, which shows a man:gal relation

of 3.1:1, was the most efficient for the isolation of the lectins, probably due to the

higher number of galactose substitution.




I. INTRODUCAO




1. INTRODUCAO

1.1. Consideracoes gerais

Um dos problemas cruciais de quem estuda proteinas é a sua extracao e pu-
rificacdo, a partir do organismo onde a mesma € encontrada. Dependendo de sua
funcao na planta, as proteinas vegetais podem ser intra ou extra celulares, e da sua
localizagao depende o método escolhido para a sua extracao e separacao dos princi-
pais contaminantes.

Para se estudar uma proteina é fundamental separa-la, ndao s6 dos compo-
nentes celulares ndo protéicos (como polissacarideos, lipideos, acidos nucléicos, e
outros) como das demais proteinas contaminantes. Através de metodos que utilizam
algumas das propriedades inerentes a molécula, como solubilidade (dependente do
pH e da concentracao ionica do meio) e tamanho, pode-se obter um extrato que
contenha apenas uma colecao de moléculas com propriedades de tal maneira pro-
ximas que sO poderdo ser separadas por métodos mais refinados, como os métodos
cromatograficos.

Segundo HARRIS & ANGAL, 1995, muitos métodos de separacao cromatografi-
ca foram desenvolvidos ao longo do tempo, representacao na Tabela I.

Destacam-se, entre os classicos, aqueles métodos que levam em conta princi-
palmente a carga e o tamanho da molécula atraveés de cromatografias de troca ioni-
ca e de filtragao em gel. Esses métodos, no entanto, além de apresentarem um bai-
x0 rendimento, apresentam uma resolucao pequena. Mais recentemente, foram
desenvolvidos métodos de cromatografia de afinidade, envolvendo diretamente a
atividade intrinseca da proteina que se deseja isolar.

A cromatografia de afinidade se baseia na interacao da proteina com um li-
gante especifico, presente na matriz cromatografica. Quando a proteina, presente na
fase movel, entra em contato com a matriz (fase fixa), pode interagir com o ligante
e entdo ser separada das demais proteinas. Um aspecto importante desta interacao
€ que a mesma ¢ reversivel e a proteina pode ser eluida, apos a retirada das protei-

nas nao retidas, com o auxilio de um outro ligante, soluvel, que por competicao

desloca o equilibrio do sistema, liberando a molécula protéica.




Tabela I. Métodos cromatograficos para purificagdo de proteinas

Propriedades Tipo Caracteristicas Uso
Fisico-quimicas
Forcas de van der Waals, Adsorg¢ao Alta capacidade Fracionamento a partir

“onte de hidrogénio,
Polaridade,

Momento dipolar

“idrofobicidade de

Superficie

Afinidade biologica

Ponto isoelétrico

Tamanho molecular

ImteracOes hidrofobicas

= hidrofilicas

Troca i0nica

Interagdo hidrofobica

Afinidade

Cromatofocaliza¢ao

Filtragdo molecular

Fase reversa

Alta resolugdo

Alta velocidade

Alta resolucao
Alta velocidade

Alta capacidade

Boa resolugdo
Alta capacidade

Alta velocidade

Excelente resolugdao
Alta velocidade

Alta capacidade

Altissima resolugao
Alta velocidade

Altissima capacidade

Resolugdo moderada
Baixa capacidade

Dessalinizagdo

Excelente resoluciao

Capacidade moderada

de extratos brutos

Adsorg¢ao inicial

Fracionamento

Fracionamento Parcial

Fracionamento
Adsorgao a partir de

extratos brutos

Fracionamento

Remogao de solvente
Remogao de sal

Purificag¢do final

Fracionamento

Fonte: HARRIS & ANGAL. 1995



A cromatografia de afinidade pode ser aplicada a uma variedade de macromo-
léculas bioldgicas, dependendo apenas da existéncia de um ligante imobilizado em
uma matriz insollvel. Estas matrizes de afinidade, as quais os ligantes estao ligados
devem ser quimica e mecanicamente estaveis, nas condicbes de acoplamento, tais
como: pH, forca idnica, temperatura e a presenca de agentes desnaturantes (uréia,
cloreto de guanidina, detergentes e outros). Elas devem ser uniformes, esféricas,
rigidas e porosas, e possuir grupos quimicos que possam ser ativados e ou modifi-
cados de modo a permitir a ligagao quimica com diferentes ligantes.

A aplicabilidade da cromatografia de afinidade abrange a purificacdo de varias
biomoléculas como:

a) Enzimas, purificadas em colunas contendo inibidores ou substratos imobilizados;

b) Anticorpos, purificados em colunas contendo antigenos imobilizados;

¢) antigenos, purificados em colunas contendo anticorpos imobilizados;

d) glicoconjugados de membranas, ou soltveis, purificados em colunas contendo
lectinas imobilizadas.

Na década de 50, foi feito o primeiro relato do uso da cromatografia de afini-
dade. Entretanto, foi no inicio da década de 1960 que esse tipo de cromatografia
teve um grande avango através dos trabalhos de CUATRECASAS et al., (1968), pas-
sando a ser amplamente empregada como método de purificagao de macromolécu-
las, com evidente sucesso. Para se ter uma idéia, entre 1980-1982, foram cataloga-
das 1800 publicacoes que empregavam a cromatografia por bioafinidade como uma
etapa de purificacdo de moléculas biologicamente ativas (SPADARO & FONSECA,
1993).

O uso da cromatografia de afinidade para isolamento de lectinas surgiu com o
trabalho de AGRAWAL & GOLDSTEIN (1965), que isolaram a lectina de sementes de
Canavalia ensiformis (Con A), em coluna de Sephadex G-50. Hoje, praticamente
todo processo de isolamento de lectinas depende deste tipo de cromatografia.

O tipo de matriz empregada na cromatografia de afinidade de lectinas esta di-
retamente ligado a especificidade das mesmas. Muitas matrizes, criadas para filtra-

cao em gel, disponiveis comercialmente, tém mostrado bom desempenhos como

matrizes para cromatografia de afinidade. Este € o caso da Sephadex, que ¢ uma




dextrana (MOREIRA et a/, 1983). Algumas matrizes, mais eficientes, foram desen-

volvidas ao longo da ultima década, contendo ligantes de lectina covalentemente

ligados a matrizes estaveis. Entre estes, sdo utilizados principalmente mono ou dis-
sacarideos e glicopeptideos ligados principalmente a Sepharose. Mais recentemente,

tem se desenvolvido bastante o uso de glicoconjugados naturais como quitinas e

gomas vegetais reticuladas (MOREIRA, 1998).

Muitos glicoconjugados naturais, insoliveis, sdo adsorventes sensiveis para o
isolamento de lectinas. Eles sao geralmente baratos e nem sequer precisam ser
quimicamente homogéneos, embora precisem estar completamente livres de sub-
stancias que possam ser liberadas por lixiviacao, durante a cromatografia.

A cromatografia de afinidade separa moléculas protéicas, de acordo com a es-
trutura de suas cadeias polipeptidicas e sua refinada modificacdo pos traducdo. A
base consiste na interacao entre dois componentes (uma proteina que liga carboi-
drato e um glicoligante). Isto porque existe em cada lectina um dominio particular
gue reconhece carboidrato (CDR) e este se liga especificamente a certa sequéncia
de agucar nos oligossacarideos e glicoconjugados (CARON et af., 1997).

Dentre as matrizes atualmente mais utilizadas no isolamento de lectinas vege-
tais podemos citar:

a) Dextrana. E essencialmente um polissacarideo extra-celular produzido pela bac-
téria Leuconostoc mesenteroides, que consiste de unidades de glucose e contém
mais de 90% de ligagbes glicosidicas a(1—6). A dextrana contém 3 grupos hi-
droxilas livres, por unidade de glucose, localizados nos carbonos C2, C3 e C4 e,
consequentemente, € passivel de interagir com lectinas glucose/manose especifi-
cas (que exigem estas hidroxilas livres). Hoje, existe no comércio uma matriz, a
Sephadex, que consiste de moléculas de dextrana reticuladas por tratamento
com epicloridrina (FLODIN, 1962).

D) Agarose. Este € um polissacarideo, constituinte do agar, extraido de algas ver-
melhas. O agar consiste de dois componentes: a agarose (um polimero linear de
galactose e 3,6-anidro-L-galactose, que ndo contém grupos ionizaveis, ligadas

alternadamente, por ligagdes glicosidicas B(1—4) e a agaropectina, que parece

conter também grupos carboxilas e sulfatos. Comercialmente estdo disponiveis




d)

e)

)

diversas matrizes de agarose, preparadas, inicialmente para cromatografias de
filtracdo em gel, mas que hoje sdo bastante usadas para cromatografia de afini-
dade, no isolamento de lectinas galactose-especificas;

Quitina, um polimero de N-acetil-D-galactosamina, € o principal componente do
exoesqueleto dos artropodes. Ela consiste de cadeias lineares de residuos de
GlcNAc, ligados por ligagoes B-(1-4)-glicosidicas. A sua obtencdo, relativamente
simples, se da pela maceracao de carapacas de moluscos, € uma lavagem
exaustiva com HCl concentrado para retirar todos os componentes soluveis
(WHITMORE, 1992);

Estroma de células vegetais. Os estromas desproteinizados de células vegetais,
exaustivamente lavados, foram utilizados para o isolamento de lectinas galactose
especificas (LUCK et a/., 1992);

Estroma de hemacia animal. Muitas lectinas, apesar de aglutinar hemacias tanto
humanas como de animais, nao apresentam especificidade por qualquer dos mo-
nossacarideos dos grupos de MAKELA (1957), e soO interagem com oligossacari-
deos de estrutura complexa. Assim, nao sao capazes de interagir com as matri-
zes convencionais. Essas lectinas podem, no entanto, ser isoladas por colunas
montadas com estromas de hemacias, imobilizadas por tratamento com glutaral-
deido (MOREIRA & OLIVEIRA, 1983 a, b);

Gomas vegetais exsudadas. Certas plantas exsudam gomas do caule, como defe-
sa contra predadores ou como conseqiéncia de ferimentos. Estas gomas exsu-
dadas sao polimeros complexos contendo, usualmente, galactose, ramnose, ara-
binose e acido glicuronico. Usando a goma arabica (extraida de Acacia senegal),
como matriz, FUGITA et al. (1975), desenvolveram uma coluna para cromato-
grafia de afinidade. A coluna foi capaz de isolar a lectina galactose-especifica,
presente no filtrado de cultura de Streptomyces sp,;

Gomas vegetais endospérmicas. Parte das sementes de leguminosas € consti-
tuida galactomananas que sao polissacarideos formados de uma cadeia principal
de unidades de p-manopiranosil, contendo multiramificacoes de unidades de p-

galactopiranosil, que varia em propor¢cao molar, diferentes arranjos moleculares

e distribuicao na cadeia principal. Estes polissacarideos, podem ser transforma-
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dos em matrizes cromatograficas de afinidade, com a capacidade de isolar lecti-
nas galactose especificas, e cuja resolucao pode variar de acordo com a intera-
cdo (especificidade) e os diferentes arranjos estéreo espaciais das moléculas re-
agentes, ilustrativamente representados pelas gomas endospérmicas de Cya-
mopsis tetragonolobus (APPUKUTTAN et al., 1977) e Adenanthera pavonina
(TAVARES, 1998).

1.2 Sementes

Sob o ponto de vista botanico, as plantas superiores podem ser divididas em
duas grandes classes: das gimnospermas e das angiospermas. Esta ultima se ca-
racteriza pela presenca de sementes que, por sua vez, sao encerradas em COrpos
denominados de frutos (estrutura que representa o ultimo estagio do desenvolvi-
mento do gineceu fecundado ou partenoscarpico). Apos a fecundacao, os tegumen-
tos do ovulo se transformam em coberturas das sementes. Em geral, o tegumento
externo, ou primina, da origem a testa e o interno, ou secundina, forma o tegma da
semente. Em muitos casos, porém, o tegumento interno € absorvido e somente a
primina se diferencia em testa e tegma (BARROSO et al., 1999).

As sementes, quanto a forma, podem ser globosas, elipsoides, ovoides, reni-
formes, cilindricas, hipocrepiformes, lenticulares, angulosas, comprimidas etc. Exter-
namente, a semente apresenta o hilo (cicatriz deixada pela separacao do funiculo)
qgue em Dioclea e Mucuna é tao longo que circunda a semente, a micropila (pequeno
orificio, as vezes imperceptivel, as vezes manifesto); rafe (mantém a comunicacao
entre o hilo e a calaza), calaza (ponto de uniao da micela com os integumentos),
contorno da radicula (saliéncia do tegumento), pleurogramas (marca lateral na su-
perficie de certas sementes), projecées carnosas (em forma de cobertura da testa),
(BARROSO et al., 1999).

O interesse do homem pelas sementes se iniciou ainda nos primordios da civili-
zagao, quando ele percebeu o seu papel peculiar na disseminacao da espécie e ain-
da a sua importancia como fonte energética e de alimentos, suprimindo-lhe inconta-
veis necessidades. Segundo BEWLEY (1986), 70 % de todos os alimentos referentes




20 consumo humano, provem das sementes, principalmente de cereais e legumino-
sas. Além de fonte de alimentos, as sementes constituem também fontes de matéria
prima para outros fins como industria quimica e farmacéutica, cosméticos e lubrifi-
cantes, entre outros.

O conhecimento da composicao quimica esta mais direcionado as espécies cul-
tivadas. Na maioria das espécies utilizadas na alimentacao predominam os carboi-
dratos e proteinas.

Os carboidratos estao presentes em vegetais freqientemente como polissaca-
ndeos, que sao produtos da policondensacao de monossacarideos ou seus derivados
(acidos uronicos, agucares aminados, etc.), ligados glicosidicamente através da eli-
minacgao de agua entre duas moléculas adjacentes. A denominacao polissacarideos é
imitada aos polimeros de dez ou mais unidades monossacaridicas. Os polimeros
contendo de 2 a 9 unidades monossacaridicas, sao denominadas de oligossacari-
deos. Geralmente os polissacarideos possuem elevada massa molar, contendo em
alguns casos, milhares de unidades monossacaridicas (CORREA, 1971). Os polissa-
carideos podem assumir as mais diversas formas e desempenhar diferentes funcoes.
Entre estas podemos citar a de reserva, desempenhada principalmente pelo amido
encontrado nas sementes e tubérculos; a de componente estrutural, desempenhada
pela celulose nas paredes celulares e os glicoconjugados (glicopeptideos, glicopro-
t=inas e glicolipideos) nas membranas celulares e a funcdo de defesa, contra preda-
dores e/ou contra o estresse hidrico, desempenhada pelas gomas exsudadas e en-

dospérmicas, respectivamente.

1.3. Gomas

As gomas sao moléculas de elevada massa molar, hidrofdbicas ou hidrofilicas,
usualmente apresentando propriedades coloidais. Quando dissolvidas, em solventes
apropriados, produzem um gel ou suspensao altamente viscosa. Na industria o ter-
mo goma € empregado principalmente para definir polissacarideos de origem vege-
3l ou microbiana e seus derivados, que sao solubilizados em agua fria ou quente,
resultando em uma mistura viscosa (WHISTLER & BeMILLER, 1993).




O termo goma foi inicialmente atribuido a um grande numero de compostos,

mcluindo polissacarideos, terpenos, proteinas e polimeros sintéticos. Hoje € mais
utilizado para polissacarideos e seus derivados, que hidratam em agua, fria ou
guente, formando solugdes viscosas ou dispersdes (PAULA, 1995). As gomas natu-
rais sao geralmente insoluveis em solventes organicos, sao hidrofilicas e se decom-
poem a temperaturas elevadas. Sao substancias amorfas e nao possui ponto de fu-
s20 caracteristico (MANTELL, 1947). Possuem, em geral, a propriedade de geleificar
= sao muito utilizadas como espessantes e estabilizantes nas industrias alimenticia e
farmacéutica; sao compostas principalmente por heteropolissacarideos complexos
contendo, as vezes, compostos protéicos em baixa proporcao (CHURMS et al,
1986). Incluem-se nesta categoria, 0s exsudados de plantas, as gomas de algas e
de sementes. Para alguns autores, os amidos e derivados de celulose também po-
gem ser considerados gomas.

Entre as gomas de origem vegetal, as mais utilizadas industrialmente s3o as
gomas endospérmicas. Sao inumeras as sementes que fornecem gomas, algumas de
ato valor comercial e bastante empregadas nas industrias de cosmético, farmacéuti-
cas e alimenticias.

As gomas sao utilizadas nas tecelagens, na fabricacdo de papéis, de tintas de,
pastas de polimentos, de fosforo, na litografia etc. Algumas, sdo utilizadas na ali-
mentacao, na fabricacdo de alimentos, na confeitaria, em geleias, xarope, saladas,
maioneses, etc. A cosmética as utiliza nos fixadores de cabelos, pos compactos,
oemes e outros produtos de beleza. Na farmacia sao usadas na preparacao de
emulsao, mucilagens, pastilhas etc. Na medicina, tém um emprego limitado: exter-
namente em aplicagdes locais como agente anti-ressecamento; e internamente, nas
mnflamagoes, pela sua acao protetora das mucosas (MANTELL, 1947).

Do ponto de vista estrutural, as gomas apresentam cadeias lineares ou ramifica-
das compostas de unidade glicosidicas, podendo apresentar de cem a mil unidades.
%0 contrario do amido e da celulose, que sdo homoglicanas, compostos por apenas
um tipo de unidade de agucar, a glucose, as gomas sao heteroglicanas, constituidas
por mais de um tipo agucar.




Com caracteristicas semelhantes as gomas vegetais podem ser incluidas entre

elas, aquelas obtidas por fermentacao microbiologicas (Tabela II).

TABELA II. Classificacdo das gomas naturais, quanto a sua origem

=xsudados de plantas

Extraidas de algas

Sxtraidas de sementes

Fermentagao Microbioldgica

Goma Arabica
Goma Caraia
Goma Tragacante
Goma Gatti
Goma de Cajueiro

Goma de Angico

Agar
Carragenana

Alginato

Goma Guar
Goma Carob
Goma Carol
Goma Fenugreek

Goma Tara

Dextrana

Xantana

1.3.1 Gomas de algas

Os polissacarideos extraidos de algas se constituem, principalmente, em com-

ponentes estruturais das paredes celulares. A presenca de determinados polissacari-

deos em algas € sazonal variando de acordo com a temperatura da agua, 0 acesso
30s nutrientes e com a luz do sol (KENNEDY & WHITE, 1988).
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A maioria das gomas de algas, como é o caso do agar, alginatos e carragenana
pode ser extraida dos tecidos com agua quente, acido diluido ou alcalis. O agar é
um polissacarideo extraido de algas marinhas da classe Rodophyceae, é insoluvel
em aqua fria e bastante soliivel em agua quente. O agar é um dos agentes capazes
de formar gel mais usado. A baixas concentracGes, apresenta alta resisténcia e re-
versibilidade. Na industria alimenticia o agar € usado como estabilizante e em labo-
ratorio € corriqueiramente usado como suporte em técnicas de eletroforese, imuno-

eletroforese, imunodifusao e filtragcao em gel.

1.3.2 Gomas microbioldgicas

Diferentemente das gomas descritas anteriormente, as gomas de origem mi-
crobioldgica ndo estao sujeitas a alteragdes estruturais dependentes do clima, polui-
¢20 ou localizagcao geografica (KENNEDY & WHITE, 1988). Através do controle da
composicao do meio de cultura das bactérias fermentadoras pode se desenvolver
polissacarideos com estruturas e propriedades especificas.

As gomas dextrana e xantana sao exemplo deste grupo. A primeira, € sinteti-
zada pela bactéria Leucononostoc mesenteroides por fermentacao da sacarose, ou
por bactérias pertencentes a familia dos Lactobacillaceae.

Quimicamente, as dextranas sao neutras, constituidas de cadeias de «-D -
glucopiranose, geralmente atraves de ligagdes o-(1-6), tendo algumas ramificacoes
gue formam ligagoes B-(1—3) e B-(1—4) (KENNEDY & WHITE, 1988).

As dextranas sao amplamente utilizadas na industria alimenticia como estabili-
zantes. Em laboratorio de pesquisa sao intensamente empregadas em técnicas cro-
matograficas tipo filtracdo em gel (PHARMACIA, 1993) e afinidade para isolar lecti-
nas especificas por glucose (MOREIRA et al., 1991).

1.3.3 Gomas exsudadas

Certas plantas exsudam, do caule, substancias (gomas) que parecem agir

contra predadores ou contra agressores fisicos e biologicos. Estas gomas exsudadas




sao polimeros complexos contendo, usualmente, galactose, ramnose, arabinose e
acido glucuronico.

As Leguminosae, as Combretaceae, as Cactaceae e as Anacardiaceae sao fa-
milias, com espécies que produzem gomas na forma de exsudadas. Estas gomas sao
exsudadas principalmente de caules e galhos de plantas, como defesa contra preda-
dores e como conseqiiéncia de traumatismo ocasionalmente acontecido na superfi-
cie do vegetal. Sabe-se ainda, que condi¢oes climaticas desfavoraveis e solos pobres
estimulam a producao de gomas (ROSENTHAL, 1955, ANDERSON & McDOUGALL,
1987).

A producao de exsudados de algumas plantas pode ser induzida também por
agressao por agentes quimicos, como oxido de etileno e derivados de acido benzoi-
co. Entre os exemplos desse tipo de polissacarideos estao as gomas arabica, caraia,
tragacante, gatti (WHISTLER & BeMILLER, 1993) e as do cajueiros e angico (PAU-
LA, 1995).

A goma arabica extraida da espécie Acacia senegal é também conhecida como
Acacia, goma da Turquia ou goma do Senegal. Ela € exsudada como resposta a
agressao fisica, ataque de predadores (insetos e microorganismos) e condicoes cli-
maticas adversas. Alguns autores sugerem que bactérias presentes nas superficies
fraumatizadas do vegetal podem , também estimular a producao deste tipo de goma
(SMITH, 1904, BLUNT, 1926, ANDERSON & McDOUGALL, 1987).

A goma arabica € um polissacarideo acido ramificado contendo galactose,
ramnose, arabinose e acido glucurbénico (REES & WELSH, 1977). Na industria de
alimentos, € utilizada como estabilizante e na farmacéutica, como estabilizante de
emulsdes e como adesivo na producao de comprimidos.

FUGITA et al. (1975) trataram a goma arabica com epicloridrina e produziu
uma matriz cromatografica de afinidade com reconhecida eficiéncia para isolar lecti-

nas galactose especifica, a partir de um filtrado de Streptomyces sp.

Esta propriedade tem sido usada para purificar lectinas que se ligam em uma
matriz da goma de guar (APPUKUTTAN et al., 1977, PUSZTAI, A. et al., 1991).




1.3.4 Gomas endospérmicas

Algumas sementes, principalmente de leguminosas, contém um endosperma
gomoso, cuja principal funcdo seria de absorver agua, em quantidade de até 10 ve-
7es superior ao seu peso, aparentemente destinado a defesa das plantas jovens
contra o estresse hidrico. Esta, € uma das provaveis funcdes atribuidas as gomas
presentes nas sementes (gomas endospérmicas), tao importante, que asseguram O
estabelecimento da plantula vegetal (ASPINALL, 1982).

A leguminosa Ceratonia siliqua apresenta um teor de 38% de galactomanana
na semente. Sabe-se que algumas apresentam quantidades de endosperma superi-
ores a 50%. Este € uma dado que varia de acordo com a espécie (DEA & MORRI-
SON, 1975).

As gomas endospérmicas mais comercializadas, atualmente, sao as de (ya-
moopsis tetragonolobus (goma de guar) Ceratonia siligua (goma de Carob ou alfarro-
Da) e Caesalpinia spinosae (goma tara), todas estruturalmente representadas por
galactomananas. Desde 1953 a galactomanana de guar (goma de guar), predomina
no mercado destes polissacarideos.

Diversas sementes tiveram suas gomas endospéermicas investigadas estrutu-
ralmente e todas mostraram ser basicamente constituidas de galactose e manose
em diferentes proporgoes, tais como: Mimosa scabrela (GANTER et a/.,1992), Schi-
2olobium parahybum (ZAWADZKI-BAGGIO et al., 1992) Schizolobium amazonicum
(GANTER et al, 1995) Stryphnodendron barbatiman (REICHER et al, 1991, REI-
CHER et al, 1992)

1.3.4.1. Galactomananas

As gomas endospérmicas apresentam como principais constituintes, as galac-
tomananas. Elas sao carboidratos constituidos por uma cadeia principal de unidades
de D-manopiranose interligadas por ligagao A-(1-4), com alguns pontos da cadeia
principal conectados @ moléculas de D-galactopiranose ligadas em «(1—6), sugerin-

do varios arranjos conformacionais.




Embora as galactomananas classicas obedecam a estrutura descrita, existem
algumas delas, com menor frequéncia, que sao diferenciadas como o polissacarideo
de sementes de Parkinsonia aculeata. Este de acordo com GUHRA & SINGH (1988),
apresenta um polissacarideo de estrutura multiramificada, com a presenga de liga-
goes (1-3), (1—4), e (1-6), distribuidos ao longo da cadeia principal.

Estudos em galactomananas de Caesalpinia pulcherima (URAU et al., 1970) e
de Parkinsonia aculeata demonstraram significativos desvios na estrutura classica
das mesmas (GURHA, & SINGH, 1988). Estes desvios sao bastantes perceptiveis em
outras galactomananas e sementes, como as de Gleditsia ferox, Gleditsia amorphoi-
des e Trifolium repens. Elas apresentam estruturas de cadeias curtas de D-galactose
com ligagoes glicosidicas do tipo o (1-6), ligadas a cadeia principal de manose (DEA
& MORRISON, 1975).

Segundo RECHIA et al.,, (1995) foi isolada uma galactomanana da semente de
Senna multijuga que apresentou uma proporcao de Man:Gal de 2,3:1, e que con-
siste de uma cadeia formada de unidades p-D-manopiranosil substituido na posicao
0-6 por unidades simples de D-galactopiranosil. Curiosamente, das mesmas semen-
tes, estes autores isolaram uma arabinoxilana acida. Estes resultados contradizem
aqueles de DUBEY e GUPTA (1979), que relatam a presenca de um polissacarideo
ramificado, constituido de D-galactose, b-manose e D-xilose com uma relacao molar
de (5:1:2), sendo a cadeia principal constituida de unidades de galactopiranose,
manopiranose e xilopiranose ligadas por B (1—4) e cadeias laterais de D-
galactopiranose e D-xilopiranose, resultando em um polimero altamente ramificado
'RECHIA, 1992).

As sementes das familia das Leguminoseae sao as maiores fontes de galacto-
mananas vegetais. Entretando podemos obter galactomananas microbianas e de
sguens. Se examinarmos esses polissacarideos, a luz da sua estrutura, verifica-se
gue estas ultimas, apresentam unidades de agucar na forma furanosidica, enquanto,
gue nos vegetais, ocorrem na forma piranosidica. Este tipo de mudanga quimica
configuracional evidentemente |Ihes confere propriedades e funcoes diferentes.

Com relagao as propriedades das galactomananas sabe-se que elas formam

solugbes altamente viscosa em contato com a agua. Neste aspecto, € importante
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considerar sua massa molar, sua relacdo proporcional (Man:Gal) e distribuicdo de
galactose na cadeia polissacaridica (como revisao ver PETKOWICZ, 1993).

As galactomananas, como outros hidrocoldides, sdo altamente hidrofilicas,
sendo capazes de absorver agua, excedendo muitas vezes sua propria massa, for-
mando pseudo-géis homogéneos (DEA & MORRISON, 1975).

Propriedades adicionais das galactomananas podem ser obtidas através de
modificagbes quimicas (LAPASIN et a/, 1995, AHUJA & RAI, 1997). A incorporacao
de grupos acil aumenta a sua compatibilidade com lipideos desenvolvendo proprie-
dades emulsificantes (MATHUR & MATHUR, 1992).

Foi mostrado que o grau de substituicdo das galactomananas esta direta-
mente relacionado com a sua solubilidade em agua. Sabe-se que quanto maior o
numero de unidades de D-galactose distribuidos na cadeia principal do polissacarideo
maior a sua solubilidade (como revisao ver PETKOWICZ, 1993).

A proporcao de unidades manose:galactose também interfere nas propriedades
desses polissacarideos, contribuindo para a interacdo entre suas moléculas e para
degradacdao enzimaticas (DEA & MORRISON, 1975, DEA et al, 1972, DEA et al,
1986).

Ao examinar-se a estrutura das galactomananas € evidente que a relacao ma-
nose:galactose e seu grau de substituicao variam entre géneros e sub-familias dos
vegetais. De forma que, alguns autores sugerem a utilizacao desses dados como
possiveis guias na taxonomia das leguminosas (DEA & MORRISON, 1975, DEY,
1978).

REICHER et al, (1991), isolaram uma galactomanana de sementes de
Stryphnodendron barbatiman (barbatimao), que apresentou uma proporcao molar
de unidades de manose: galactose na proporcao de 1,5:1. Exemplos tipicos de vari-
2C30 na proporgao molar de residuos manose:galactose podem ser observadas nas
galactomananas de Mimosa scabrella, e Schizolobium parahybae obedecendo a res-
pectiva distribuicdo: 1,1:1; e 3,0:1 (GANTER et al., 1993).

A estrutura dessas galactomananas consiste de uma cadeia principal polimérica

constituida de unidades de f (1—4)-D-manopiranose, substituidos em 0-6 por uni-




dades simples de cadeia lateral, constituidas de unidade de D-galactopiranose (GAN-
TER et al., 1994).

O estudo da estrutura fina das galactomananas, principalmente com relacao a
distribuicao das unidades de pb-manose e D-galactose na cadeia, tem sido realizado
através da caracterizagdo da estrutura de oligossacarideos, obtidos por hidrdlises
parcial enzimatica e acidas do polimero (GANTER ef a/., 1994).

A relacao D-manose:D-galactose, obtida a partir de 70 espécies varia de 1:1
para Mendicago sativa até 5,3:1 para Sophora japonica (DEA & MORRISON, 1975).
Essa grande variacao no grau de substituicdo por galactose, como também a quan-
tidade de galactomananas presente no endosperma de leguminosas, pode ter im-
portancia taxonomica (BUCKERIDGE et al., 1995). Deve-se levar em conta porém,
gue o rendimento desses polissacarideos pode variar com o método e o tempo de
extracao.

A relacao manose:galactose varia dentro das sub-familias e mesmo entre os
generos (DEA & MORRISON, 1975, DEY, 1978). Tem sido ainda relatada a ocorrén-
oa de galactomananas com diferentes relacbes manose:galactose em sementes da
mesma especie como as de Gleditsia triacanthos (MANZI, 1984) e Schizolobium
amazonicum (PETKOWICZ, 1993).

Segundo DEA e MORRISON, (1975), WHISTLER & BeMILLER, (1993), trés pos-
siveis estruturas podem ocorrer na distribuicdo das unidades de p-galactose (G) ao

longo da cadeia principal de p-manose (M), numa galactomanana, conforme mos-
frado na Figura 1.

Algumas dessas gomas, tiveram as suas estruturas investigadas em detalhes.
Entre elas:
3) Cyamopsis tetragonolobus (guar). A goma de guar € constituida, principalmente,
por uma galactomanana, com massa molar da ordem de 200 a 300 kDa, possu-
indo uma cadeia formada por unidades B-(1—4)-D-manose, apresentando ramifi-
cagoes de «-(1—6)-D-galactopiranose. A proporcao de unidades de mano-
se/galactose, varia conforme ou autores. GYNTHER & HUHTIKANGAS, 1984 en-
contraram uma relagao de 2:1 enquanto DEA & MORRISON, 1975 encontraram
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relacdo de 1,4:1. Possivelmente esta descrepancia se deve a diferentes metodo-
logias empregadas.

Adenanthera pavonina (carolina) apresenta uma estrutura de galactomanana
tipica, com uma cadeia linear constituida por unidades monossacaridicas de ma-
nose com ligagdes glicosidicas do tipo -(1—4) e ramificagbes com residuos de D-
galactose ligadas a cadeia principal de manose por ligagdes glicosidicas do tipo
a-(1-6), distribuidos na cadeia principal de manose na proporgao molar de ma-
nose:galactose de 1,8:1 (TAVARES, 1998).

c) Mimosa scabrella (bracaatinga), (GANTER et al., 1992), Stryphnodendron barba-

timan (barbatimao), (REICHER et al., 1991), Schizolobium parahybae (guapuru-
vu), (ZAWADZKI-BAGGIO et al., 1992), e Schizolobium amazonicum (pinho cuia-
bano) (GANTER et a/.,1995). Todas elas apresentam uma goma endospérmica
com a mesma estrutura convencional de galactomananas de leguminosa, com
unidades de manose ligadas por ligagoes glicosidicas do tipo f-(1—4) e ramifica-
¢oes laterais constituidas com unidades de galactose dispostas em ligacoes gli-
cosidicas a-(1—6), embora demonstrando proporgées manose/galactose dife-
rente.
(A)

-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-
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(B)
-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M-M- M-

I I I I | l
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Figura 1. Aspectos de galactomananas com diferentes distribuicbes de galac-
tose (G) na cadeia principal da manana (DEA & MORRISON, 1975 & WHISTLER &
SeMILLER, 1993).




As massas molares das galactomananas estdo situadas na faixa de 6000 a
2000 kDa. Por causa de sua polidispersao, muitas delas podem apresentar uma
massa molar numérico médio e uma massa molar ponderal média com significativa
diferenca. Um exemplo € o da goma de guar ( como revisao ver PETKOWICZ, 1993).

Muitas galactomananas de sementes de muitas espécies de leguminosas tem
sido estudadas. E indiscutivel a importancia comercial e industrial obtida pelos polis-
sacarideos das sementes do guar, Cyamopsis tetragonolobus, e de carob, Ceratonia
siligua, (DEA & MORRISON, 1975).

A maioria dos estudos sobre galactomananas visa principalmente o interesse
comercial que envolve estes polissacarideos, nas diferentes areas da industria. Estas
aplicagoes sao decorrentes das propriedades reologicas das solugdes aquosas, for-
mando solugdes de alta viscosidade a baixas concentracoes, levemente afetadas por
wariacoes de pH e ciclos de aquecimento e resfriamento (DEA & MORRISON, 1975,
WHISTLER & BeMILLER, 1993).

A galactomanana da leguminosa Ceratonia siliqua (alfarrobo) € muito conheci-
@2 e uma das mais antigas gomas extraidas de sementes. A espécie € nativa da re-
@20 do Mediterraneo, e hoje esta sendo cultivada em muitas outras partes do mun-
do, incluindo a Australia e Estados Unidos. Esta galactomanana, também chamada
e carob, apresenta uma proporcao de manose galactose de 3,6:1, e € solivel em
20ua quente. E comercializada em quatro principais classes, que variam no grau de
pureza, e na malha utilizada na producao (DEA & MORRISON, 1975).

A goma de guar surgiu como substituto da goma de alfarrobo apresentando
uma serie de vantagens. O guar é também uma espécie de leguminosa nativa da
India e Paquistdo, cultivada na Australia, Africa do Sul e nos Estados Unidos. E uma
planta que cresce até 1,2 metros, se assemelha a soja e € de facil plantagdo e co-
heita. A goma de guar esta disponivel comercialmente em diferentes graus de pu-
r=za. A relagdo manose:galactose de 1,4:1 permite que este polissacarideo seja

completamente soluvel em agua fria (WHISTLER & BeMILLER, 1993, DEA & MORRI-
SON, 1975).




A extracdo de galactomananas em escala comercial comega pela eliminagao do
s=gumento. A semente livre entdo € moida em finas particulas e em seguida se pro-
s=de a extracdo da galactomananas com agua fria ou quente, com solugdes de hi-
sraxido de sddio, ou acido acético diluido. A porgdo solivel da goma é separada por
sentrifugacdo ou filtracdo e o polissacarideo precipitado com etanol ou complexagdo
com cobre ou bario (DEA & MORRISON, 1975, GUPTA et al., 1987).

As galactomananas podem ser usadas nas industrias: de alimentos (estabili-
z=ntes, espessantes, e dietéticos), farmacéuticas (como material condutor e retar-
gatario do efeito de alguma droga), de cosméticos, quimicas (como floculantes e
auxiliares de filtracdo), na mineracao (como material separador) e outras (PE-
TROWICZ, 1993).

Na industria de papel, substituem as hemiceluloses naturais da madeira, que se
d@ssolvem no licor da polpa e sdo removidos no processo. As galactomananas sao
rapidamente absorvidas pelas fibras de celulose, através das pontes de hidrogénio,
aumentando a resisténcia do produto. Sao também utilizadas na tecnologia de con-
f=ccao de explosivos, no beneficiamento de minérios, na exploragao do petroleo, na
ndustria téxtil e de tintas. As galactomananas sao usadas ainda como aditivos, na
aimentacao, cosméticos e explosivos (REICHER et al., 1998).

As galactomananas que compdem a goma de guar sao amplamente utilizadas
na industria alimenticia, como estabilizante e espessante, assim como em processos
de separacao molecular (cromatografias), do tipo de afinidade, para isolamento de
ectinas (SALES et al, 1989, MORAES, 1992).

Outras caracteristicas, e consequentes aplicacdes, advém da sinergia das ga-
actomananas de guar e alfarrobo com outros polissacarideos. Desta forma, pode-se
obter um gel resistente de agarose, xantana ou de carragenana, misturando-0s com
galactomanana (REICHER, 1998).

O sistema galactomanana-xantana € o mais interessante, uma vez que ne-
nhum dos componentes isolados € capaz de formar gel. A formagao dos géis de ga-
actomananas com polissacarideos de algas ou de origem microbiana € atribuida ao

resultado das ligagGes inter-moleculares, nao covalentes, entre as regides nao subs-

ttuidas da galactomanana em sua conformacdo ordenada e a hélice do outro polis-




sacarideo, embora ndo exista prova direta que confirme tal ligagdo. As galactoma-
nanas com menor grau de substituicdo interagem com outros polissacarideos, pro-
duzindo géis, em muito maior extensao do que aquelas mais substituidas, sugerindo
gue associacoes envolvem as regides sem ramificacao da cadeia de manana (CUI et
al, 1995, LUNDIN & HERMANSSON, 1995 a,b, SUDHAKAR et al., 1996, VIEBKE &
PICULELL, 1996, GONCALVES, 1997).

Com relagdo a presenca quantitativa de galactose, ligada a cadeia principal de
manose, considera-se que galactomananas possuem mais de 5% deste monossaca-
ndeo (ASPINAL, 1982), entretanto, sabe-se que algumas sementes vegetais (espécie
pertencente a familia das Pa/mae) apresentam teores mais baixos de D-galactose,
constituindo mananas verdadeiras (DEA & MORRISON, 1975, DEY, 1978).

A conformacao de uma cadeia molecular de uma galactomanana, depende de
varios fatores, mas € principalmente definida pelo tipo de ligacdo glicosidica entre as
unidade monossacaridicas, os substituintes e as moléculas vizinhas (PRESTON,
1979).

1.3.4.2 Galactomananas modificadas

As galactomananas podem ser modificadas, quimicamente, para melhorar suas
oropriedades fisico-quimicas. Algumas vezes, a modificacdo pode ser feita em eta-
pas, dando origem a um novo produto com propriedades diferentes do primeiro.

Os polissacarideos, que ocorrem na natureza, sao altamente hidroxilados, e
normalmente contém trés grupos com hidroxilas para cada unidade de acucar na
cadeia. Estes grupos, em conexao com o anel e atomos de oxigénio glicosidicos,
oroduzem 5 “/oc/’ para ligagGes de hidrogénio na cadeia polissacaridica.

Em consequiéncia disto, a celulose e o amido foram bastante usados para pro-
duzir polissacarideos derivatizados. As modificagbes quimicas sao feitas empregan-
do-se éteres. Alguns exemplos destas foram introduzidas com fins comerciais, como
2s metil-hidroxipropilceluloses e os diéster fosfatos de amido.

Modificagées quimicas nos polissacarideos neutros resultam em uma molécula

com alteragdes nas suas propriedades quimicas e fisicas (WHISTLER & BeMILLER,




1993). No que diz respeito a modificagdo de um polissacarideo para transforma-lo

em uma matriz para ser usada em cromatografia € necessario preparar-se uma ma-
Iha, tipo gel com propriedades especiais para o seu emprego especifico. Desta for-
ma, Na sua preparacao € necessario utilizar um agente formador de ligagdes cruza-
das (epicloridrina) que estabilizara a molécula. Um exemplo ilustrativo desse efeito
2 o do gel Sephadex (nome comercial de uma dextrana reticulada por reagao com
epicloridrina) um excelente gel com propriedades de resisténcia, estabilidade e in-
solubilidade (FLODIN, 1962).

A reticulacdo da dextrana ocorre pela interacao com a epicloridrina, através
de uma reacao endotérmica onde a epicloridrina reage com dois grupos hidroxilas
de duas cadeias diferentes, originando cadeias polissacaridicas ligadas por pontes
glicerol 1-3 éter. Desta reacdo (40 °C por 24 horas e em seguida a 70 “C por mais 12
horas) resulta um gel alcalino que, apos neutralizacao com HCl, eliminacao das par-
ticulas finas e remogao de residuos soluveis com agua destilada, pode ser utilizado
como matriz. O gel pode ainda ser desidratado com etanol e seco em estufa a vacuo
270°C.

Na reacao, a epicloridrina pode ser hidrolisada em solucao aquosa, o cloro re-
movido e o epoxi monofuncional esterificar apenas um grupo hidroxila. A hidrolise
também pode ocorrer apds reagao deste com a epicloridrina. Neste caso, verifica-se
apenas uma substituicdo pelo glicerol e a ligagao cruzada nao € formada. A proprie-
dade de intumescimento do gel formado € influenciada pela concentracao da dex-
frana, sua massa molar e a relacado massa dextrana-epicloridrina (DETERMANN,
1969).

A epicloridrina também é empregada para modificar amidos e, produzir um gel
altamente granulado, resistente a desestruturagdo sob condicdes de autoclavagem.

O guar, quando reticulado pela epicloridrina, torna-se um material insoluvel a
um baixo nivel de reticulagdo (WHISTLER & BeMILLER, 1993). Isto é importante
porque podemos utilizar este parametro para modificar a natureza quimica de algu-
mas galactomananas, transformando-as em um material insollivel constantemente
empregado em tecnicas de separacdo (cromatografia). APPUKUTTAN et al., (1977),

usando goma de guar tratada com epicloridrina, desenvolveram uma coluna de afi-
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nidade cromatografica, que isolou lectinas galactose especificas de uma fracao pro-
teica de Ricinus communis. A fragao dissolvida em PBS foi aplicada na coluna de
guar, equilibrada com a mesma solugdo. A seguir, a coluna foi lavada com PBS, para
retirar as proteinas ndo retidas. As lectina retidas foram entao eluidas com uma so-
ucao 0,1M de lactose.

As dextranas, antes da reacdao com a epicloridrina, sao moléculas soluveis em
2gua. Entretanto, a epicloridrina forma ligagbes cruzadas nas cadeias dos polissaca-
ndeos, resultando em um material que, em contato com a agua, intumesce e produz
um gel com estrutura tridimensional, conforme Figura 2. O grau de intumescimento
& decorrente do indice de ligagdes cruzadas (SPADARO & FONSECA, 1993).

Polissacarideo Polissacarideo Polissacarideo Polissacarideo
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Figura 2. Reagao de dextrana com epicloridrina na formacao do gel Sephadex (SPA-
DARO & FONSECA, 1993)

FUGITA et al., 1975, foram os primeiros a usar um polissacarideo natural, a
goma arabica (Acacia sp), modificada e transformada em gel, como suporte de alta

especificidade, na cromatografia de afinidade para isolar uma lectina galactose es-

pecifica oriunda de uma cultura de Streptomyces sp. Em sequida, APPUKUTTAN et
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al, 1977, usaram a goma de guar reticulada com epicloridrina para isolar uma lecti-
na de Ricinus communis, com grande sucesso.

Observou-se também, que a capacidade de ligacdo € inversamente proporcio-
nal a quantidade das ligacdes cruzadas na malha do gel obtido.

Recentemente, a goma endospérmica de Adenanthera pavonina L. (carolina)
reticulada pela epicloridrina foi empregada como suporte na cromatografia de afini-
dade, para isolar as lectinas ligantes de galactose de sementes de Artocarpus incisa,
Artocarpus integrifolia, Vaitarea macrocarpa, Abrus precatorius e Abrus pulchellus.
Esta matriz apresentou um grau significativo de resolucdo, na separacao das molé-
culas (TAVARES, 1998).

14 Lectinas

14.1 Generalidades

As lectinas formam um grupo de proteinas heterogéneas, do ponto de vista
estrutural, pois variam muito quanto ao tamanho, estrutura e organizacao molecu-
iar, contudo, apresentam em comum a capacidade de reconhecer e interagir com
sitios contendo glicoconjugados. Assim a caracteristica mais importante dessas pro-
t=inas € que elas se ligam a mono e oligossacarideos de uma maneira reversivel e
com alta especificidade (LIS & SHARON, 1998).

O estudo das lectinas foi iniciado por STILLMARK (1888), quando verificou que
extratos de sementes de algumas plantas aglutinavam hemacias e eram toxicas para
animais. Além disso, ele mostrou que a ricina aglutinava células epiteliais, hepaticas
e leucocitarias. Na mesma ocasiao, o autor encontrou propriedades semelhantes em
extrato de outra semente, Crofon triglium, que apresentava, no entanto, especifici-

dade diferente da ricina. Logo depois HELLIN (1891) relatou a presenca de uma ou-

ra lectina toxica em sementes de Abrus precatorius, que foi denominada de abrina.




O nome fitohemaglutininas foi criado por ELFSTRAND, (1897), para realgar a

capacidade destas proteinas de aglutinar hemacias, e para diferencia-las das agluti-
minas animais.

Nos anos sequintes varias outras lectinas foram isoladas, destacando-se a lec-
tna toxica de Robinia pseudoacacia (POWER & CAMBIER, 1889) que eles denomi-
naram robina. Somente em 1907 é que foram descobertas as primeiras lectinas nao
toxicas em sementes de Phaseolus vulgaris, Vicia sativa, Lens culinares e Pisum sati-
vum, com atividade hemaglutinante (LANDSTEINER & RAUBITSCHEK, 1907).

As investigacoes com as lectinas trouxeram diversos avancos para a imunolo-
gia, desde que PAUL EHRLICH (1891) reconhecido como o pai da imunologia mo-
derna, descobriu 0 uso da ricina e abrina como modelos de imunogenos potentes
para inducao de anticorpos especificos, significativamente melhor que os das bacté-
nas. Posteriormente, NOWEL (1960) demonstrou as propriedades mitogénicas das
kectinas ao observar que a lectina de Phaseolus vulgaris era capaz de induzir a pro-
¥eracao "In viro"' de linfaticos.

GOLDSTEIN et al. (1980) definiram as lectinas como “proteinas (ou glicoprotei-
nas) de origem nado imune, ligantes a carboidratos, que aglutinam células e/ou pre-
opitam glicoconjugados”. Posteriormente, KOCOUREK & HOREJSI (1981), as defini-
ram como “proteinas ou glicoproteinas” de origem ndo imune, ligantes de acucar,
gue sdo desprovidas de atividade enzimatica contra os acuicares aos quais se ligam e

nao requerem grupos hidroxilas glicosidicos livres nestes acucares, para a sua liga-

A mais recente e apropriada definicao para as lectinas foi dada por PEUMANS &
VAN DAMME em 1994, como “proteinas de origem ndo imune que possuem um ou
mais sitios ligantes de carboidratos os quais, no caso de enzimas, ndo s3o requeri-
dos para a atividade catalitica”.

A especificidade por agucar €, portanto, a principal caracteristica das lectinas. A
nteragdo das lectinas com células é, assim, dependente da presenca dos carboidra-
tos apropriados na sua superficie. Assim, as lectinas ao interagirem com os carboi-

dratos da superficie dos eritrocitos induzem ligagbes cruzadas entre as células, que




resultam na aglutinacdo, denominada tecnicamente de aglutinacao celular ou hema-
glutinacao (LIS & SHARON, 1998).

Uma outra caracteristica relevante, € o numero de sitios ligantes a carboidra-

tos. Desta forma as lectinas podem ser divididas em:
1. Merolectinas: lectinas que apresentam apenas um sitio ligante;
2. Hololectinas: lectinas com pelo menos dois sitios ligantes e, portanto, capazes

de provocar aglutinacao e
3. Quimerolectinas: lectinas que possuem um dominio ligante a carboidratos e

outro dominio com atividade biologica, catalitica ou nao, independente do pri-

meiro.

Entre as merolectinas podemos destacar as lectinas de monocotiledoneas; entre
as hololectinas podemos destacar as lectinas tradicionais; e entre as quimerolectinas
estao as RIPs tipo 2 e as quitinases classe I (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

As lectinas apresentam uma série de propriedades biologicas peculiares que as
destacam das outras proteinas vegetais. Credita-se as lectinas um papel de reconhe-
cimento em uma variedade de sistemas biologicos quer sejam microorganismos,
plantas ou animais. Assim € que as lectinas, além de serem capazes de precipitar
células e glicoconjugados, através de interacdo com a superficie da membrana, in-
duzem uma série de modificacdes nas mesmas. Entre as principais propriedades
apresentadas pelas lectinas podemos destacar sua capacidade de estimular a proli-
feragao de linfocitos (LIS & SHARON, 1998).

Como muitas lectinas estao presentes em plantas utilizadas na alimentacao
tanto humana como animal, € necessario relevar os efeitos exercidos por estas
quando presentes em alimentos da dieta. E importante notar, que as lectinas em
geral apresentam resisténcia a degradacgao proteolitica no trato intestinal, e devido a
esta propriedade, algumas, podem manifestar efeitos toxicos, quando ingeridas
cruas, ao interagir com células intestinais através de glicanos existentes na mem-
brana do lumen intestinal. Foi observado, que as lectinas de soja (SBA) e as lectinas
de Canavalia ensiformis (Con A) interagem com intestino de ratos tratados com di-

eta rica em ferro, interferindo negativamente. Consequentemente, obtém-se um




balanco de significativa reducdo de absorcdo total deste ion pelo animal (TORRES-
PINEDO, 1983, LIENER, 1986, PUSZTAI, 1986).

As lectinas ao reagirem com as células epiteliais podem interferir no processo
de absorcao intestinal, na protecdo ou fungao secretora dessas células e ainda oca-
sionar respostas imunoldgicas sistémicas (humoral e celular), influenciando na reso-
lucdo do desempenho vital do organismo (BANWELL ef al., 1985, KILPATRICK et al.,
1985, HATA et 4., 1984, GRANT et al., 1987 in PUSZTAI, 1986).

As lectinas ainda podem ocasionar efeitos biologicos alterados na balanga hor-
monal. A maioria dos efeitos no metabolismo sistémico, pode ser evidenciado atra-
vés da mudanca do nivel de insulina circulante. Esta foi a experiéncia que BARDOEZ
et al, (1993), presenciou quando, alimentou ratos normais com PHA e detectou
uma reducao no nivel de insulina, mudanga simultanea na concentracao do glucagon
e no nivel de glucocorticdide. Observou também que outros orgaos (musculo es-
guelético, coragao, figado, timo e bago) podem ser afetados pelos efeitos biologicos
controversos dessas moléculas.

A presenca generalizada de lectinas nas plantas e sua capacidade de distinguir
diferentes tipos de células, poderia indicar um papel de defesa contra organismos
patogénicos.

1.4.2. Ocorréncia e localizagao

As lectinas sao encontradas na maioria dos organismos (virus, bactérias, plan-
tas e animais). A maioria das lectinas estudadas, no entanto, foi isolada de plantas.
Lectinas ja foram detectadas em mais de 1000 espécies de plantas superiores, tendo
sido estudadas principalmente, nas Angiospermae (Monocotyledoneae e Dicotyledo-
neae) dentre as quais se destacam as gramineas e as leguminosas. As lectinas estdao
distribuidas em muitos tecidos vegetais (raizes, cascas, folhas, frutos, sementes,
bulbos e rizomas), dependendo de cada vegetal. As sementes, no entanto, apre-
sentam geralmente o maior teor destas proteinas, chegando em alguns casos a 10%
das proteinas totais (WHITTAKER, 1969, BROEKAERT et a/, 1984, ETZLER, 1985,
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VAN DAMME et al/,, 1987a,b, DIAZ et al., 1989, SHARON & LIS, 1989, KOSHTE et al.,
1990, LIS & SHARON, 1998).

As lectinas de leguminosas, as mais estudadas, embora demonstrem diferencas
na especificidade por carboidratos, apresentam uma grande similaridade no que diz
respeito as suas propriedades fisico-quimicas e isto € explicado pela consideravel
homologia na seqiiéncia de suas cadeias polipeptidicas (MOREIRA, 1998).

Lectinas foram também encontradas em algas, principalmente as algas verdes,
tais como Codium tomentosum (FABREGAS et al., 1988), as vermelhas, de Plumaria
elegans e Ptilota serrata, (ROGERS et al., 1990), e as pardas, de Fucus vesiculosus
(FERREIROS & CRIADO, 1983).

BENEVIDES et al,, (1996) verificaram a ocorréncia de lectinas em algas brasi-
leiras (Solieria filiformis), oriunda da praia de Pacheco (Caucdia) no Ceara, cuja
massa molar é de 21,9 kDa, rica em aminoacidos acidos e hidroxilados e pobre em
aminoacidos basicos. Verificaram também que se tratava de uma glicoproteina, pois
apresentava 1,5% de carboidrato, na sua estrutura.

Recentemente, foram encontradas também lectinas em algas marinhas ver-
melhas e brasileiras, (Gracilaria domingensis e Gelidium pusillum) oriundas da praia
do Pacheco no Ceara, que apresentavam variagoes sazonais de sua atividade hema-

glutinante e composicao quimica (BENEVIDES et 4., 1999).

1.4.3. Especificidade das lectinas

A caracteristica principal das lectinas é sua capacidade de interagir com carboi-
dratos, de uma maneira reversivel e especifica. Esta especificidade foi inicialmente
estudada por MAKELA (1957), que dividiu os monossacarideos inibidores em quatro
grupos conforme a configuracao em C3 e C4 da cadeia piranosidica. Assim lectinas
que ligam L-fucose (Lotus tetragonolobus e Ulex europaeus) pertenceriam ao grupo
I, lectinas que ligam galactose e N-acetilgalactosamina (Artocarpus incisa, Glycine
max e Phaseolus lunatus) pertenceriam ao grupo II e lectinas ligantes de manose e

glucose (Canavalia ensiformis, Cratylia floribunda, Dioclea grandiflora, Lens culinaris

e Pisum sativurn) pertenceriam ao grupo III. Atualmente, as lectinas sao classifica-




das em um nUmero limitados de grupos, com uma divisao um pouco mais fina que

o0s grupos de Makela. Assim, nos temos os grupos das lectinas especificas por gluco-
se/manose, das lectinas especificas por galactose/N-acetilgalactosamina, daquelas
especificas por N-acetil-glucosamina, as especificas por L-fucose, as especificas por
acido sialico e as especificas por oligossacarideos complexos (MOREIRA, 1998).

Segundo LIS e SHARON, 1998 com base na sua especificidade, as lectinas sao
classificadas em 5 grupos, de acordo como os monossacarideos pelos quais elas exi-
bem grande afinidade: manose, galactose/N-Acetilgalactosamina, N-Acetil-
alucosamina, fucose, e acido N-acetilneuraminico (todos os agucares de configura-
cao D com excecao da L-fucose).

As lectinas podem ainda ser classificadas considerando os oligossacarideos
(neste caso freqientemente se ligam a di, tri e tetrassacarideo). Nestes grupos en-
contram-se lectinas que possuem a mesma especificidade, mas podem diferir em
suas afinidades por diferentes oligossacarideos (SHARON & LIS, 1998).

A afinidade das lectinas por oligossacarideos, pode ser influenciada pela forma
dos compostos, que possuem moléculas flexiveis com liberdade de rotacao em torno
de ligacoes glicosidicas, inerentes a molécula (SHARON & LIS, 1998).

Na determinacao da especificidade por carboidratos, faz-se uso de um ensaio
de inibicao por haptenos. A especificidade da lectina € determinada atraves da rea-
cao de diferentes monossacarideos, oligossacarideos e/ou glicopeptideos com esta
proteina, inibindo a hemaglutinante ou a precipitacdo de polissacarideos ou (glico-
conjugados) pela lectina.

A interacao especifica das lectinas com monossacarideos, explica a especifici-
dade das mesmas por hemacias, quando sabemos que os determinantes de grupos
sanguineos sao oligossacarideos que apresentam terminais glicanos diferentes.

Segundo WU et al., 1988, a associagao que ocorre entre a lectina e seu agucar
especifico, é o resultado de uma perfeita complementariedade configuracional e es-
trutural dessas moléculas.

Muitas lectinas sao tolerantes a variacdoes no carbono 2 do monossacarideo ao
qual se ligam. Por exemplo, lectinas manose especificas, usualmente reagem em-

bora em menor proporgao, com o N-Acetil-glucosamina, como ocorre com algumas
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lectinas do grupo III (GOLDSTEIN & PORETZ, 1986, SHARON & LIS, 1989, SHARON
& LIS, 1990). Contrariamente VAN DAMME et al.,1991, observaram que as lectinas
soladas dos bulbos de Amaryllidaceae e Alliaceae possuem especificidade exclusiva
DOr manose.

Algumas lectinas possuem variacdoes a nivel de carbono 3, umas toleram tal
mudanca outras ndo. Muitas lectinas tem afinidade por moléculas de N-Acetil-
galactosamina, mas também reagem com galactose (HAMMARSTROM, et. al., 1977).
De outra forma existe um grupo de lectinas que reagem com galactose, mas reagem
com grau variavel com moléculas de N-Acetil-galactosamina, € o caso da lectina de
Ricinus communis (NICHOLSON & EPSTEIN., 1991).

SHARON & LIS, (1990), reconheceram que modificagdes na configuragao do
carbono 4 sdo cruciais, ja que lectinas especificas por glucose/manose nao regem
com galactose e vice-versa.

Algumas lectinas sao especificas para uma determinada configuracao enquanto
gue outras interagem igualmente com ambas as configuragoes anomericas. Exemplo
respectivos: lectina de Lotus tetragonolobus possui especificidade para anomeros «
de manose e glucose, galactose e L-fucose enquanto que a lectina de Ricnus com-
munis é quase desprovida de especificidade anomérica (PEREIRA & KABAT, 1974).

A variedade de utilidade e o valor indiscutivel da propriedade da especificidade
dessas moléculas estimulam propostas cientificas que delegam as mesmas a capaci-
dade consideravel de uma ferramenta de deteccao e de identificacao de grupos san-
guineos e isolamento de microorganismos por afinidade, aléem de estimulacao mito-
génica de células imunes, determinacao de tipos de carboidratos em solucao, purifi-
cacao de glicoproteinas e fracionamento celular, bem como ainda uma ferramenta
ge identificacao para os taxonomistas (FREITAS et al., 1997).

1.4.4. Isolamento de lectinas

0 isolamento de lectinas, envolve varios métodos de separagao e obviamente o
descarte de muitas substancias consideradas contaminantes. Inicialmente o trabalho

se inicia pela fragmentagao fisica do material de modo a liberar as proteinas do in-

terior das células. A seguir, dependendo do material de partida, diversos métodos




podem ser empregados de modo a eliminar moléculas ndo protéicas. Em seguida, o
material € submetido a extragao com uma solucao tampao ou salina.

O sucesso do isolamento de lectinas depende da escolha do processo cromato-
grafico a ser utilizado. Até a década de 1970, o isolamento de lectinas seguia a
metodologia padrdo para o fracionamento convencional de proteinas, com cromato-
grafia de troca ionica e filtracao em gel .

Com a descoberta da cromatografia de afinidade por AGRAWAL & GOLDSTEIN
(1965), quando isolaram a Con A em coluna de Sephadex, hoje praticamente todo o
processo de isolamento de lectinas depende da cromatografia de afinidade e ocasio-
nalmente de outro método convencional auxiliar. O esquema de fracionamento a ser
seguido depende da especificidade da lectina por actcares. Em muitos casos matri-
zes estao disponiveis comercialmente, como o Sephadex, que € uma dextrana (MO-
REIRA et al, 1983 a e b) e a Sepharose que € uma agarose. Em outros casos sao
empregadas colunas de mono e oligossacarideos e glicoproteinas ligados a matrizes
estaveis, como fetuina-Sepharose (PINTO, 1987) e mais recentemente, tem se des-
envolvido bastante o uso de gomas naturais, apos tratamento de formacao de liga-
coes cruzadas com epicloridrina (MOREIRA et al., 1997).

Muitos polissacarideos glicoconjugados naturais, insoluveis, sdo adsorventes
sensiveis e utilizados para o isolamento das lectinas. Eles sdo geralmente baratos e
nem sequer precisam ser quimicamente homogéneos, embora precisem estar com-
pletamente livres de substancias que possam ser liberadas por lixiviacao, durante a
cromatografia. Assim diversos glicoconjugados naturais tém sido usados, entre eles:
estromas de células vegetais (LUCK et a/, 1992), estromas humanos glutarizados
(MOREIRA & OLIVEIRA, 1983), quitina, (WHITMORE, 1992), oligossacarideos solu-
veis, tratados com agentes formadores de ligacao cruzadas, como a epicloridrina ou
divinilsulfona (MOREIRA et a/,, 1998), mono e oligossacarideos imobilizados em ma-
trizes gelatinosas hidrofilicas, glicoconjugados imobilizados em matrizes gelatinosas
hidrofilicas.

Numa etapa de pré purificagdo € comum precipitar-se proteinas indesejaveis

do extrato bruto por precipitagao acido ou salina (pelo uso do sulfato de amonio).

Na etapa seguinte, ja com o material pré-purificado pode-se utilizar processos de




isolamento mais refinados, especialmente os cromatograficos, como a cromatografia
de afinidade, que isola as lectinas conforme a sua especificidade por carboidratos.

Diversas matrizes tém sido empregadas na cromatografia de afinidade para
isolamento de lectinas. As matrizes mais empregadas tém sido Sephadex (MOREIRA
et al., 1993).

Um exemplo é ilustrado pelo isolamento da lectina de Dioclea altissima, que
envolveu duas etapas de purificacdo. Na primeira, o extrato bruto foi fracionado pela
adicao de diferentes quantidades de sulfato de amonio. Na Segunda etapa, a fragao
lectinica foi localizada no precipitado entre 50 a 70% de saturacao com o sal e de-
nominada F (50-70) . Esta foi solubilizada com solugdo salina contendo Ca’* e Mn**,
e entdo cromatografada em coluna de Sephadex G-50. A lectina, retida na matriz,
foi eluida com solugdo de glucose 0,1 M, correspondendo 1,42% do peso seco da
semente (MOREIRA et al., 1997).

Apesar de estudos intensos terem sido desenvolvidos no isolamento de novas
lectinas, € ainda muito importante procurar novas fontes, principalmente entre os
vegetais usados como fontes alternativas de alimento. Recentemente dez especies
de algas pertencentes as familias Rhodomelaceae, Gelidiaceae, Hipneaceae, Solieria-
ceae e Gracilariaceae foram estudadas do ponto de vista nutricional e toxicologico,
tendo sido mostrado que todas apresentaram um alto teor de proteinas, mas tam-
pem um consideravel teor de toxicidade (BENEVIDES et al., 1998).

Evidente contribuicao também foi dada por BENEVIDES et. a/., (1998), quando
solou uma lectina da alga vermelha marinha Enantiocladia duperreyi do litoral cea-
rense usando uma combinacao de técnicas (precipitacdo com sulfato de amonio,
cromatografia de troca ionica em DEAE-celulose e cromatografia de afinidade o-
actose-agarose). Esta lectina apresenta uma massa molar aparente de 24.700 Da e
aglutina preferencialmente hemacias do grupo O, € inibida por acucares do tipo fu-
cose, galactose e seus derivados e também pela mucina de estomago de porco. Fisi-
coquimicamente, apresenta-se estavel com relagao a variacao de temperatura.

Recentemente, foi isolada uma lectina de alga vermelha do mar denominada

Amansia multifida, (amansin) Lamoroux, cujo peso molecular foi de 26.900 Da. Esta

ectina foi isolada por cromatografia de troca ionica em DEAE celulose, seguida de




cromatografia de interacdo hidrofdbica (HIC) em Sepharose-Phenyl ou Sepharose-
avidina CL-4B e demonstrou ser uma proteina rica em unidades de aminoacido do
tipo prolina, glicina e acido aspartico, entretanto com baixo teor de residuos de his-
tidina e fenilalanina. Usando-se métodos de eletroforese (SDS-PAGE) detectou-se
uma unica banda protéica com Mr de 24.500 Da, indicando que a lectina € um mo-
nomero, mas através da focalizacao isoelétrica foi constatada a presenca de 5 iso-
lectinas (COSTA et a/.,1999).

Na atualidade, talvez por causa da infinidade de aplicacdes biotecnologicas que
esta proteina potencializa, verificamos que existe um grande interesse do meio cien-
tfico em estuda-las amplamente na natureza, abrangendo tanto o reino vegetal
quanto o animal.

Além das matrizes encontradas comercialmente, tem sido muito utilizadas as
preparadas a partir de polissacarideos naturais, entre os quais se destacam as go-
mas de sementes de leguminosas (APPUKUTAN et a/., 1977, MOREIRA et a/., 1997,
TAVARES, 1998).

1.4.5 Utilizacao das lectinas

Desde que a lectinas foram descobertas, um vasto espectro de possiveis apli-
cacoes vem sendo sugerido para essas moléculas, tanto na bioguimica como na
imunologia e areas afins. A abrangéncia aplicativa desta proteina, envolve investiga-
gao de estruturas de carboidratos complexos de superficie de células, bactérias e
virus; tipagem sanguinea; isolamento de sub populacoes de linfocitos, tipagem de
parasitos e até mesmo tem sido utilizadas como defensivos agricola.

Na agricultura, ja foram utilizadas como nematicidas para combater ataque de
parasitos. A Con A reage com os receptores celulares dos nematoides que infectam
as raizes dos tomateiros, desta forma neutraliza a acdo dos mesmos (MARBAN-

MENDONZA et al., 1987).

As lectinas de sub-tribo de Diocleinae, apesar de serem todas D-glucose/D-

manose especificas, quando usadas como inseticidas, sugerem diferentes intensida-
des inseticida para ninfas Nilaparvata lugens (GRANGEIRO, 1996).




As lectinas podem ser utilizadas em métodos de separacao, utilizando-se a
propriedade da bioespecificidade na cromatografia de afinidade, para purificar e
isolar moléculas biologicas como receptores hormonais, fatores de crescimento,
neurotransmissores, imunoglobulinas e outros (HEDO et a/.,,1981; HELM & FROESSE,
1981).

Na bioquimica clinica, as lectinas foram usadas para reconhecer por especifici-
dade receptores de grupos sangliineos, com grande sucesso. Desta forma, a lectina
de Phaseolus limensis interage especificamente com receptores de hemacias consi-
deradas do Grupo A , bem como Lotus tetragonolobus e Anguilla anguilla sao capa-
zes de reconhecer as do Grupo O (LIS & SHARON, 1986).

As lectinas, sao glicoproteinas que podem reagir especificamente com recep-
tores celulares de natureza polissacaridica, e isto € importante porque elas podem
ser utilizadas como uma ferramenta de acompanhamento a nivel molecular, de uma
modificacao celular quando esta sofre uma transformacao e se torna maligna, fato
importante na area da oncologia (FREEMAN, 1983, FISCHER et al, 1994).

Na parasitologia, as lectinas podem ser empregadas para reconhecer por espe-
cificidade a nivel molecular algumas estruturas de superficie de membrana do para-
sito e até mesmo o seu estagio de amadurecimento, visto que conforme o desenvol-
vimento do parasito, este apresenta estruturas glicidicas diferentes na superficie da
membrana celular. A lectina de Ricinus communis e a de Canavalia ensiformis rea-
gem especificamente com formas amastigotas e promastigotas de Leishmania brasi-
liensis (PARSONS & SUBJECK, 1972).

INBAR e CHET (1997) estudaram o emprego das lectinas como ferramentas bi-
ologicas moleculares, no que diz respeito a elucidar o mecanismo de interacao entre
agentes do biocontrole e seus hospedeiros abrangendo interacao em sistemas: pa-
rasito-nematodides, micoparasitos vegetais necrotropicos e biotropicos, e fungos pa-
togénicos.

Muitos esclarecimentos tem sido acrescentados, com relacdo a essa proposta

de emprego das lectinas, em uma recente revisdo que estuda o fendmeno da espe-

dficidade na interagao biomolecular entre e fungos e seus hospedeiros (MANOCHA,




1990, MANOCHA & SAHAI, 1993, TUNLID et a/, 1992, GARETH JONES, 1994, MA-
NOCHA & CHEN, 1990).

A lectina apresenta um importante papel no reconhecimento e na especificida-
de de interacdao entre agentes do biocontrole (micoparasitas) e seus hospedeiros
(INBAR & CHET, 1997).

A lectina de Helianthus tuberosos é considerada manose especifica da familia
de lectinas do tipo jacalina. Esta lectina € altamente especifica por manose-manose
com ligagbes a (1-3) ou a (1-2), carboidratos que sao particularmente abundan-
tes em glicoconjugados expostos na superficie de virus, bactérias e fungos. Desta
forma esta lectina apresenta funcdo de defesa contra patogenos e predadores
(BOURNE et al., 1999).

O fendmeno da interacdao de lectinas com células sugere a possibilidade de
solar alguns microorganismos patogénicos, pois estes comumente apresentam re-
ceptores que interagem especificamente com algumas dessas glicoproteinas. A base
desse reconhecimento € a participagao de moléculas que parecem apresentar pares
de estruturas complementares entre 0s dois reagentes (LIS & SHARON, 1998).

Recente desenvolvimento no campo da glicobiologia de vertebrados, enfatiza o
papel das lectinas como reagentes histoquimicos acopladas a metodos sensiveis de
deteccao para detectar mudancas quimicas de agucares de gliconjugados em mo-
delos experimentais, comumente empregados na histologia e patologia (DANGUY et
2/, 1998).

YOSHIDA et al, 1999, utilizaram a cromatografia de afinidade seguencial com
as lectinas de Canavalia ensiformis (glucose especifica) e a lectina de germe de trigo
WGA (N-acetil-glicosamina) para revelar a potencialidade oncogénica em tecido hu-

mano (do cortex renal) nos primordios da diferenciacao celular.
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I1. HIPOTESE DE TRABALHO

A goma endospérmica de Parkinsonia aculeata € uma galactomanana formada
por uma cadeia principal de manose substituida aleatoriamente por unidades de ga-

lactose. Assim sendo, pode ser utilizada como matriz de afinidade para o isolamento

de lectinas ligantes de galactose.




III. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL




III. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para testar a hipotese de trabalho, foi empregada a sequinte estratégia expe-

rimental:

II1.1. Isolar o endosperma da semente da planta;

I11.2. Fracionar os polissacarideos do endosperma;

I11.3. Estudar parcialmente a estrutura dos polissacarideos;

II1.4. Determinar a viscosidade e a massa molecular dos polissacarideos;

II1.5. Estudar a melhor condicao de reticulacao dos polissacarideos com epicloridri-
na;

I11.6. Estudar a eficiéncia das matrizes obtidas para isolar lectinas galactose especifi-
cas, utilizando como modelo as lectinas de Artocarpus incisa, Artocarpus in-
tegrifolia e Abrus precatorius,

II1.7. Selecionar a matriz mais eficiente para isolar lectinas galactose especificas e

compara-la com as galactomananas de Cyamopsis tetragonolobus (guar) e

Adenanthera pavonina (carolina), reticuladas nas mesmas condicoes;
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IV. MATERIAL

IV.1. Sementes vegetais

IV.1.1. Sementes de Parkinsonia aculeata, foram coletadas no Municipio de Itapipo-
ca no Estado do Ceara. O material botanico foi identificado por Afranio Gomes

Fernandes do Herbario Prisco Bezerra.

IV.1.2. Outras sementes: Artocarpus integrifolia, Artocarpus incisa, Abrus precato-
rius, coletadas em diversos municipios do Estado do Ceara, foram obtidas
pelo grupo de pesquisadores do Laboratorio de Lectinas e Glicoconjugados
(LABLEC) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universida-

de Federal do Ceara.

IV.2. Outros materiais

IV.2.1. Hemacias. Hemacias de coelho foram obtidas de animais mantidos no biote-
rio do Departamento de Biogquimica e Biologia Molecular da Universidade Fe-

deral do Ceara.

IV.2.2. Gomas endospérmicas. Goma de Cyamopsis tetragonolobus (quar) foi obtida
de Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA). Goma endospéermica de Adenanthera
pavonina (carolina) foi gentilmente cedida pelo grupo de pesquisadores do
Laboratorio de Lectinas e Glicoconjugados (LABLEC) do Departamento de Bi-

oquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara.

IV.2.3. Reagentes. Coomassie Brilliant Blue G-250, epicloridrina, TEMED, acrilamida,
N,N" metilenobisacrilamida e albumina sérica bovina (BSA) foram obtidas de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA), Dimetil sulfoxido (DMSO), acido trifluo-
racético (TFA), Dodecil sulfato de sodio (SDS) e B-mercaptoetanol de E.

Merck, (Dormstadt, Alemanha).
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V. METODOS

V.1. Caracterizacao morfologica das sementes de Parkinsonia aculeata

Uma amostra (50 sementes maduras) de P. aculeata, foi caracterizada avali-
ando-se comprimento e diametro, através da medida individual, com um paquimetro
e massa por pesagem individual em balanga analitica. A participacao percentual dos
seus constituintes (casca, endosperma e cotilédones + eixo) foi calculada a partir de
10 g de sementes, por separacao mecanica, secagem, e pesagem em balanca anali-

tica.

V.2. Isolamento do endosperma bruto

Uma amostra (100 gramas) de sementes foi submetida a fervura (10 min)
com agua destilada e deixada em refrigerador a -7 °C, durante uma noite. O en-
dosperma foi, posteriormente, separado e seco em liofilizador. O material obtido foi,
em seguida, reduzido a particulas finas e acondicionado em recipientes de vidro

hermeticamente fechado, para uso posterior.

V.3. Isolamento de polissacarideos do endosperma bruto

Os polissacarideos de endosperma P. aculeata foram obtidos por extracao se-
guencial, seguindo-se o esquema mostrado na Figura 3.

Inicialmente foi feita extracdo com agua fria (10 “C), sequida por extracdo a
25 °C e a quente (80 °C). A quarta extracao foi feita com uma solucdo de NaOH 1
mol/L a 25 °C. Apds cada extragdo, o residuo era re-extraido com a mesma solucao,
por mais duas vezes, para evitar contaminagao das fracoes. Os sobrenadantes de
cada extracao, apos serem reunidos eram precipitados com etanol 1:1 (v/v) e o pre-

apitado obtido, desidratado com mais etanol absoluto e levado a secagem completa

em estufa a vacuo (EDG modelo, COM 5P), com temperatura controlada a 25 °C.
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Sementes |

+ H,O (100 °C, 10 min)
+ H,0 (-7 °C, 24 h)

+ Separagao manual
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|Endosperma |
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Extracdo aquosa a 10 °C

Extrato Residuo

ISttt

Extracdo aquosa a 25 C
Fracao
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. |
| Extrato | | Residuo
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Extracao com NaOH
2 mol/L a 100 °C com
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Residuo | ._Extrato
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Figura 3. Fluxograma de fracionamento das galactomananas endospérmicas de Pa-

rkinsonia aculeata.
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V.4. Determinacao dos teores dos constituintes quimicos dos endospermas

V.4.1. Carboidratos totais

O teor de carboidratos do endosperma de P. aculeata foi determinado pelo
método do fenol-sulfurico, usando-se como padrao de referéncia uma solucao de D-
manose na concentracao de 100 pulL/mL (DUBOIS ef al, 1956). Todas as leituras

foram feitas a 490nm, em espectrofotometro Spectronic 20.

V.4.2. Nitrogénio total

A dosagem de nitrogénio total na amostra de endosperma total de P. aculeata
foi realizada sequndo método de Kjeldahl adaptado por (BAETHGEN & ALLEY, 1989).
Apos digestao das amostras (100 mg) com 1,5 mL de H,SO: concentrado e 1,1g do
catalisador (K;S04:CuS04.5H,0:Se, 100:10:1 m:m:m), a solucao foi diluida para 25
mL com agua destilada. A uma aliquota desta solucao final (100 ul) foram adiciona-
dos 0,9 mL de diluente, 5,5 mL de tampao e 4 mL da solucao de salicilato de sodio
(15%), nitroprussiato de sddio (0,03%) e 2 mL de hipoclorito de sodio a 6%. A
mistura, em seguida, foi deixada reagir por 15 min a 37 °C, em banho maria e pos-
teriormente teve sua absorbancia determinada a 650 nm em espectrofotometro
(Pharmacia, modelo LKB Ultrospec III). O teor de nitrogénio na amostra, foi calcula-
do com o auxilio de uma curva padrdo e o teor de proteina total calculado usando-se

como fator protéico para vegetais o indice numeérico de 6,25.

V.4.3. Proteinas sollveis totais

A presenca e a dosagem quantitativa de proteina na fracao polissacaridica
(P1) foram feitas pelo método de HARTREE (1972). A curva padrao comparativa uti-

lizada, foi de BSA 100 pg/mL e a leitura colorimétrica, foi feita em espectrofotometro
Spectrum 20, a 490 nm.
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V.4.4. Umidade

Amostras de 1g de endosperma ou semente total foram pesadas em pesa fil-
tro previamente limpos, tarados, secos e levados a estufa a 110°C por 24 horas in-
interruptas. Apos esse tempo, o material foi mantido em dessecador, ate atingir a
temperatura ambiente, e pesado em balanga analitica. Esse processo foi repetido até
completa estabilizacao do material (peso constante). O teor de umidade do material
foi calculado pela diferenca encontrada entre as massas inicial e final, e expresso em

percentagem.

V.4.5. Cinzas

Amostras (1g de endosperma e semente total) de P. aculeata foram incinera-
das em cadinhos de porcelana, previamente tarados e colocadas em mufla a 600°C,
apos o que foram deixadas em dessecador até atingir a temperatura ambiente,
guando foram pesadas. O teor de cinzas foi calculado pela diferenca encontrada en-

tre as massas inicial e final e expresso em percentagem.

V.5. Anadlise estrutural dos polissacarideos de sementes de Parkinsonia aculeata

V.5.1. Hidrolises acidas

Os polissacarideos (10 mg) foram submetidos a hidrolise acida total com aci-
do trifluoracético (TFA) e acido sulfurico (H;S0.), obedecendo as seguintes condi-

goes experimentais:

2. Hidrolise com uma solucao de acido trifluoracético 1 mol/L durante 5hs, em ba-
nho de agua fervente, e em ampolas de hidrolise hermeticamente fechadas (Ki-

max). No final do experimento, o excesso de acido residual foi eliminado por

evaporacao.




b. Hidrdlise com uma solucao de acido sulfurico a 72% (p/p), durante uma hora,
em banho de gelo, (pré-hidrolise), seguido de diluicao da mistura, para 8% com
agua destilada, deixada em banho de agua fervente por mais 5 horas. O acido
residual, foi neutralizado com carbonato de bario, resultando em um sal insoluvel

que posteriormente foi eliminado por filtracao.

V.5.2. Analise dos hidrolisados

V.5.2.1. Cromatografia em papel

A cromatografia foi realizada pelo método de desenvolvimento ascendente,
em papel Whatman n.1 no sistema de solvente: benzeno : n-butanol : piridina :
agua (1:5:3:3 v/v).

Os padroes de acucares usados foram: Xilose, Arabinose, Ramnose, Galacto-
se, Manose e Acido galacturdnico.

Usou-se como reagente revelador o nitrato de prata alcalino.

V.5.2.2. Tratamento dos polissacarideos hidrolisados (Acetilacao e reducao)

Os produtos de hidrolises dos polissacarideos foram reduzidos com 10 mg de
boridreto de sédio a 25 °C, por 2 horas (SELVENDRAN et &/, 1979). Em seguida foi
utilizado acido acético para eliminacao deste reagente catalisador, assim como a
retirada dos ions sodio com a resina (DOWEX 50W-X 8-H™). As amostras foram fil-
tradas, e evaporadas com o auxilio do evaporador rotatorio e, em seguida lavadas
com metanol (3 vezes) para uma completa eliminacao do borato de metila produzido
anteriormente.

Os produtos reduzidos foram entao submetidos ao processo de acetilacao
com anidrido acético e piridina (1:1 v/v), a temperatura ambiente por 16 horas. A
reacao foi interrompida pela adicao direta de gelo, em seguida, foram extraidos com

cloroformio e o excesso de piridina foi eliminado com uma solucao de sulfato de co-

bre a 5%. Nesta etapa, o material foi lavado com agua destilada, sendo evaporado,
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e resultando assim, em alditois acetilados, forma quimica que pode ser usados na

cromatografia liquida gasosa (CG).

V.5.2.3. Cromatografia liquida gasosa (CG)

Este método foi empregado para determinar o contelido quantitativo e quali-
tativo de moléculas de monossacarideos neutros na amostra (alditois acetatos) as-
sim como as suas ligagoes glicosidicas, apos metilacao, em cromatdgrafo liquido ga-
soso Modelo HP-5280 II, equipado com coluna capilar DB-225, e um detetor de ioni-
zacao de chama, usando-se o nitrogénio como gas de arraste. A temperatura usada
para a operacao foi de 250 °C Com relacao aos alditois acetatos parcialmente meti-
lados, foram analisados por gc-ms em cromatografo liquido gasoso da VARIAN, mo-
delo 3300 acoplado a um espectrofotometro de massa FINNIGAN TRAP, Modelo
410, com colunas capilares OV-225, a 50 °C programada a 1 “C por minuto até 220

°C, usando o hélio como gas de arraste.
V.5.3 Analise da fragao 1
V.5.3.1. Ressonancia magnética nuclear de carbono treze (RMN *°C)

A amostra (40 mg) da fracao 1 foi solubilizada em agua deuterada e solucao
de hidroxido de sodio. As analises foram feitas em espectrometro Bruker AC-300
(100 MHz) a 80 °C.

V.5.3.2. Oxidacao com periodato

Amostra (100 mg) da fra Twenty-two points, plus triple-word-score, plus fifty

points for using all my letters. Game's over. I'm outta here.cdo 1 foi solubilizada

em 20 mL de agua destilada e submetida a oxidacado com m-periodato de sodio (20

mL) de uma solugao 0,1 mol/L ficando com uma concentracao final de 0,05mol/L em

40mL. Essa reacao de oxidacao foi programada para dois ciclos e obedeceu as se-
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guintes condicdes: completa auséncia de luz, temperatura ambiente e agitacao
constante com agitador magnético, durante, 120 horas.

Apos uma semana foi adicionado 0, 5mL de etileno glicol para finalizar a rea-
¢ao e consumir o m-periodato de sodio excedente. O material foi entao dialisado
contra agua corrente, reduzido com boroidreto de sodio, novamente dialisado, e so
entao foi concentrado em evaporador rotatorio e foi retirada uma amostra corres-
pondente a 1/4 do volume tota para ser analisada em CG na forma de alditois ace-
tatos. Esta etapa foi considerada o 1°ciclo (ASPINALL, 1982).

Com o restante da amostra foi repetido todo o processo anterior de oxidagao,
considerando-se assim o segundo ciclo e ai foi retirada uma segunda aliquota (1/3)
do volume total, que também foi preparada para andlise em CG, nas mesmas condi-

coes.

V.5.3.3 Metilacao

Uma amostra correspondente a 30 mg da fracao 1 da semente de P. aculeata
foi submetida ao processo de metilagao de acordo com o méetodo definido por CIU-
CANU & KEREK (1984). A amostra foi primeiramente seca em ampola com pentoxido
de fosforo a vacuo, depois solubilizada em 1 mL de dimetil sulfoxido (DMSO). Em
seguida, foi adicionado 50 mg de NaOH pulverizado e agitou-se a mistura por 5 mi-
nutos em Vortex, s6 entao adicionou-se 0,5 mL de iodeto de metila (CHsI), homoge-
neizando-se em aparelho de Vortex por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se acido
aceético a frio (gelo) para neutralizar-se o sistema.

Os produtos metilados foram extraidos com cloroformio, e lavados exaustiva-
mente, com agua destilada. O processo foi entdo novamente repetido, para garantir-
se uma metilacao satisfatoria na amostra.

Apos metilagdo o material foi monitorado por analise no infravermelho (IR). O
material foi preparado, (hidrolise de SAEMAN, reduzido e acetilado) para ser posteri-

ormente analisado por cromatografia liquida gasosa acoplada a espectroscopia de

massa.
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V. 6. Analise viscosimétrica

Para as analises viscosimétricas, as solugdes de polissacarideos (0,25-2,0g/L)
foram preparadas em agua destilada e/ou solucoes NaCl 0,1 mol/L, a temperatura
ambiente, sob agitagdo em agitador magnético por 16 horas.

As medidas de viscosidade para a amostra de galactomanana do endosperma
de sementes de P. aculeata foram realizadas em redometro BROOKFIELD, modelo
LVDV-III, utilizando os cones SC4-18, CP40 e o adaptador ULA. Para medidas no
sistema capilar foi utilizado o viscosimetro do tipo UBBELOHDE (capilar 0,5mm).

Os parametros viscosimétricos para os sistemas medidos atraves do redbmetro
foram calculados pelo programa Rheocalc v 1.0. O controle da temperatura foi rea-
lizado com um banho de agua circulante termostatisado da marca BROOKFIELD,
modelo TC-500.

Nas anadlises realizadas a 20 C, foram obtidos os valores de viscosidade ab-

0 Concentragao

Figura 4: Determinacao grafica da viscosidade intrinseca
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A constante de Huggins foi determinada aplicando-se a equacao
nea. ={ [n]) + K. (C.[n1)*}).
onde: K’ = constante de Huggins

C = concentragao

[n] = viscosidade intrinseca (HUGGINS, 1942).

V.7. Determinacao da massa molecular

As medidas de Mw foram efetuadas através de um aparelho de difusao de
luz, com um detetor a laser multiangulos, modelo DAWN DSP, Wyatt Technology,
acoplado a um refratometro diferencial (RI) modelo Waters 2410, ambos acoplados
a saidas do CGP (colunas de ultrahidrogel 2000/500/250/120).

As colunas foram alimentadas por uma bomba Waters 515, onde o eluente foi
o NaNO; contendo NaNs e as solucdes dos polissacarideos (P1 5 ma/mL e P2 0,5
mg/mlL) foram filtradas em membrana da millipore (0,22um). A fonte laser, que
emitiu um raio luminoso de comprimento de v = 633 nm, permitiu medir 3 massa
molecular Os detetores de indice de refracao e espalhamento de luz permitiram 2
extrapolacao grafica da concentracao e da massa molar, respectivamente. A deter-
minacao exata dos valores foi realizada através de analise informatizada eletronica
(“software” Astra 4.70.07).

Para cada amostra pode efetuar-se uma medida de espalhamento do feixe
luminoso em funcao da concentracao em polimero e funcao do angulo dos feixes
espalhados.

Os dados fornecidos pelo aparelho permitem obter diretamente a massa mo-
lecular a partir do fator de RAYLEIGH (Ry) dado pela equacao:

Ro=Gp.D
Go.g".I
Onde:
Ge = intensidade relativa correspondente ao feixe espalhado

Ge = intensidade relativa correspondente ao feixe incidente




D', ¢’ e I’ = s30 as constantes do aparelho.

A relacdo entre o fator de RAYLEIGH e a massa molecular é dada pelas equa-

K /ARy = 1/My, K = 4z.n. (dn/dc)’/ »* N

Onde:
C = concentracdo da solucdo (g/cm?)
AR, = a diferenca entre o R, da solucdo e o R, do solvente (cm™)
n = indice de refragao do solvente a 633 nm
dn/dc = taxa de variacao do indice de refracdo com a concentracao (cm’/q)
N = numero de Avogadro

» = comprimento de onda do feixe incidente

Para determinar a M,, para uma amostra, R, € medido em varias concentra-
coes e o valor de Kc/ Rs e calculado para cada concentracao. A extrapolacao de um
grafico de Kc/ Ry (y) contra concentragao (x) ira fornecer o valor de M., , onde a cur-
va intercepta o eixo v (TAGER, 1978).

O valor de dn/dc utilizado foi de 0,135 mL/q, conforme ia calculado para ou-

1 31

tras galactomananas da literatura (BRESOLIN, 1998).

V.8. Obtencao de lectinas brutas de sementes de Arfocarpus integrifolia, Arfocarpus

incisa e extrato de Abrus precatorius

V.8.1.Preparacao das farinhas de sementes:
As farinhas de sementes de Artocarpus integrifolia e Artocarpus incisa foram
tequmento e secagem com acetona. As sementes de Abrus precatorius foram sub-

metidas a um processo de destegumentacdo e depois trituracao em moinho de |a-

minas. As farinhas finas resultantes foram acondicionadas em frascos hermeéticos e

guardados a temperatura ambiente.




51

IV.8.2. Obtencao de extratos brutos

Os extratos brutos de sementes de Abrus precatorius, Artocarpus integrifolia e
Artocarpus incisa foram obtidos a partir de extracao salina (NaCl 0,15M) na propor-
gao de 1:20 m/v em agitacao continua, durante 2 horas a temperatura ambiente.
Em sequida, a suspensao resultante foi centrifugada a 9000 x g por 20 min, em
centrifuga refrigerada SORVALL RC-5B a 4 °C. O sobrenadante, apos filtracao com

papel de filtro, foi guardado em congelador, até posterior analise.
V.8.3. Obtencao das fracoes ricas de lectinas

Com a finalidade de se obter uma fracao mais concentrada e livre de impure-
zas de baixa massa molecular, os extratos totais foram precipitados por adicao de
sulfato de amonio até 80% de saturacao. Apds 4 horas de repouso, o material foi
centrifugado a 9.000 x g por 30 minutos em centrifuga refrigerada SORVALL RC-5B
e o precipitado resultante dissolvido em salina, dialisado exaustivamente contra
agua deionizada, e liofilizado. As fracdes obtidas foram acondicionadas em frascos

herméticos guardados em congelador até uso posterior.
V.8.4. Determinacao de proteinas solliveis
A determinagao da concentracao das proteinas nas fragOes ricas de lectinas

foi realizada pelo método de BRADFORD, (1976), utilizando-se como padrao de re-

feréncia a albumina sérica bovina (BSA). As demais concentracdes de proteinas ob-

tidas apos a cromatografia de afinidade foram determinadas pela leitura a 280 nm
em espectrofotdmetro UV-VIS (INCIBRAS).
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V.8.5. Determinacao de atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante das fragdes protéicas foi determinada segundo
MOREIRA & PERRONE (1977). A 50 ulL da solucao de proteinas, em NaCl 0,15
mol/L, foi adicionado igual volume de uma suspensao de hemacias de coelho a 2%
em NaCl 0,15 mol/L. A mistura foi incubada em estufa bacteriolégica a 37°C por 30
minutos, apds o que foi deixada em repouso a temperatura ambiente por mais 30
minutos. A aglutinacao foi determinada visualmente. Uma unidade de hemaglutina-
cao (UH) é definida como a maior diluicdo a que pode ser submetida uma amostra

de proteina, ainda capaz de aglutinar uma suspensao de hemacias a 2%.

V.9. Tratamento dos polissacarideos de Parkinsonia aculeata com epicloridrina

A goma de Parkinsonia aculeata foi tratada com diferentes concentracoes de
epicloridrina e solucao de hidroxido de sddio tabela X, pg85. No ensaio A, as quanti-
dades de goma e NaOH sao mantidas constantes, sendo variado a quantidade de
epicloridrina. No ensaio C as quantidades de goma e epicloridrina foram constantes,
variando-se o volume de NaOH empregado para a dispersao da goma. No ensaio B
tanto a quantidade de goma e epicloridrina como o volume de NaOH foram manti-
dos constantes variando-se apenas a concentragao de NaOH.

As amostra foram colocadas em estufa a 40°C por 24 horas e em seguida,
elevou-se a temperatura a 70°C por mais 12 horas.

O material resultante e modificado foi lavado exaustivamente e dele retiradas

as particulas finas homogeneizando-se com isso 0 tamanho das esferas da matriz.

Vv.10. Cromatografia de bioafinidade

V.10.1. Preparacgao das colunas de afinidade

As colunas foram montadas, utilizando-se tubo de vidro cilindrico de dimen-

soes equivalentes a 10 cm de altura por 2,8 cm de diametro, e com gel inchado com




agua e equilibrado com uma solucao de NaOH 0,15M. O gel permeado foi deixado
sedimentar por gravidade, condicao essencial para se obter um leito cromatografico

homogéneo e adequado ao processo.

V.10.2. Cromatografia de afinidade de lectinas em colunas de Parkinsonia aculeata

FragOes ricas de lectinas mantidas na solucao de equilibrio foram percoladas
no suporte de afinidade, apos terem sido equilibradas com uma solugao de NaCl
0,15mol/L e deixadas em contato por mais ou menos 1 hora em refluxo continuo
como suporte cromatografico, utilizando-se o sistema de coletores de fragdes Gradi-
Frac System, acoplado a uma bomba peristaltica.

Apos este tempo, o material foi eluido com uma solucao salina (NaCl
0,15mol/L) a temperatura ambiente e lida espectrofotometricamente a 280 nm em
espectrofotdmetro UV-VIS (ENCIBRAS) até zerar (linha de base) a leitura. Em sequi-
da, eluiu-se a coluna com uma solucao de galactose 0,02mol/L e novas leituras fo-
ram feitas no material eluido, nas mesmas condicdes que a primeira.

As condicoes obedecidas foram: fluxo constante de 30 mL/h e coletados em
tubos aliquotados em 1,5 mL/tubo.

V.11. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese foi feita em gel de poliacrilamida na presenca de SDS e B-
mercaptoetanol (agentes desnaturantes) sequndo a técnica de LAEMMLI (1970).

No ensaio experimental foi utilizado um gel de aplicacao contendo 3,5% de
acrilamida em tampao Tris-HCl 0,5M pH 6,8 e um gel de separacao contendo 12,5%
de acrilamida em tampao Tris-HClI 3M, pH 8,8, contendo SDS a 1%. A corrida foi
desenvolvida em placas com dimensbes de (14 x 12 cm) e uma corrente elétrica
regulada para 25 mA no inicio do experimento, com aceitavel variacao até 70 Volts
no final. A corrida completa foi efetuada aproximadamente em 4 horas.

As amostras foram preparadas utilizando-se tampao Tris-HCI 0,0625M pH 8,3

contendo SDS a 1%. Em cada amostra foi adicionada o agente redutor (B-




mercaptoetanol). Este material foi incubado a 100°C por 10 minutos e centrifugacd~
por 5 minutos em centrifuga Eppendorf.

Como indicador de corrida foi usada uma solucdo de azul de bromofenol a
0,02%. Cristais de sacarose foram colocados nas amostras com a finalidade de tor-
na-las mais densas.

Para a fixacdo do gel utilizou-se TCA a 12%, por 30 minutos e para a revela-
cdo foi uma solucdo de Coomassie Brilliant Blue R a 0,05% em uma mistura de
agua:acido acético:metanol (60:10,5:79,5 v:v:v) por 12 horas . S6 entdo o ge! foi

descorado com uma solucdo descorante, constituida de agua:acido acético:metanol

conservando as seguintes proporcoes: (8:1:3,5 viv:v).




VI. RESULTADOS E DISCUSSAO
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VI. RESULTADOS E DISCUSSAO

VI1.1. Caracteristicas da Planta

Parkinsonia aculeata L. é uma angiosperma da familia Leguminosae, sub-
familia Caesalpinoideae, denominada popularmente de Turco no Nordeste ou Chile
na Amazonia. Recebe ainda a denominacao de espinho de Jerusalém e Cina-cina no
Rio Grande do Sul, e sensitivo e Rosa da Turquia no Ceara (BRAGA, 1976).

Esta arvore é comum no sertdao Nordestino, principalmente nos campos e nas
caatingas e no Rio Grande do Sul. E uma planta perendfila, heliofita, comum em lo-
cais alagadicos e quase nunca € encontrada em matas altas. Arvore de estilo orna-
mental, apresenta floracdo intensa, flores regulares e sementes viaveis, oriundas de
frutos que amadurecem nos meses de outubro a janeiro. Normalmente, a obtencao
das sementes é feita de frutos (vagens) que caem espontaneamente. A madeira do
turco é bastante empregada em carpintaria, sendo ainda utilizada com lenha e car-
vao (Figura 5).

Em detalhes se apresenta como uma arvore espinhenta de 5 a 10 m de altu-
ra, com um tronco de 20 a 30 cm de diametro, possuindo folhas compostas de 1 a 2
pares de pinas, cada uma formada por uma raquis plana de 20 a 30cm de compri-

mento, com foliolos afastados entre si e de tamanho muito reduzido (Figura 6).

VI1.2. Caracteristicas da Semente

VI.2.1. Morfologia

As sementes de Parkinsonia aculeata L. se apresentam sob a forma elipsdide,
frequentemente de cor parda, cujas dimensdes sao demonstradas na Tabela III com
largura e espessura proximas, e um hilo correspondendo a 89,8% do perimetro e

massa de 94,9 mg. O endosperma (onde se localiza a goma), representa 33,8 % da

semente e esta fortemente aderido ao tequmento
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que corresponde a 37,6 %. O embrido representa, ainda, 25,9 %, consideran-
do-se uma perda de 2,7 % no processo de separacao (Figura 7).

Figura 5: Arvore de Parkinsonia aculeata L., em seu habitat natural




Figura 6: Folhas, flores e vagens de Parkinsonia aculeata L.




Figura 7: Vagens, sementes e endosperma de Parkinsonia aculeata L.
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TABELA III. Medidas morfologicas* de sementes de Parkinsonia aculeata L.

Comprimento Largura Espessura  Perimetro Hilo Massa
(cm) (cm) (cm) (cm) (%) (mg)

0,92+007 042+0,02 0.34+0,02 1,83+0,14 89,8+2,3 96,8+9,4

* média de 50 sementes

VI.2.2. Determinacao de umidade da semente de Parkinsonia aculeata .

Os teores de umidade das diversas partes da sementes de Parkinsonia aculeata
sao mostrados na Tabela IV. Pode-se verificar que o0 mesmo € em torno de 13 %. A

goma bruta, depois de liofilizada, apresenta uma umidade de 13,5 %.

TABELA 1IV. Teor de umidade de componentes

da semente de Parkinsonia aculeata ..

Amostras Umidade
(%)
Tegumento 10,0
Endosperma 13,4
Embriao 6,1

Semente integra 10,1
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VI1.2.3. Nitrogénio total e teor de cinzas

O teor de nitrogénio total do endosperma de Parkinsonia aculeata foi deter-
minado como sendo 0,72 %, o que corresponde a 4,5 % de proteina bruta (%N x
6,25). Este valor é mais elevado que aquele encontrado para a goma endospérmica
de carolina, que apresenta 0,27 % de nitrogénio (TAVARES, 1998), embora inferior
ao encontrado para a goma endospérmica de guar, que chega a valores de 0,8 %
(GYNTHER, 1984).

O teor de cinzas, obtido pela queima do endosperma bruto de Parkinsonia
aculeata em mufla a 600 °C, foi de 2,63 %, um valor elevado, quando comparado
com aquele obtido para a goma de Adenanthera pavonina, que foi de 0,41 % (TA-
VARES, 1998).

VI.3. Isolamento das galactomananas de endosperma de sementes de Parkinsonia

aculeata

A goma endospérmica bruta de Parkinsonia aculeata, representa 33,8 % do
endosperma. Desta, foram extraidas 4 fragbes, consideradas e denominadas se-

quenciais, e um residuo final, cujos teores sdo apresentados na Tabela V.

TABELA V. Rendimento das fragoes polissacaridicas da goma endospérmica bruta

de sementes destegumentadas de Parkinsonia aculeata

Fracao** Massa (g) Rendimento (%)
*

Fragao 1 5,2 26,2

Fracao 2 1,6 7,9

Fracao 3 3,6 17,9

Fracao 4 0,6 2,9

Ry 8,9 44,9

*A partir de 20 gramas de goma

** Ver fluxograma pagina 42




VI.4. Determinacao da estrutura das fragoes polissacaridicas de Parkinsonia aculeata

V14, Cromatografia em papel

Quando as varias fracoes da goma bruta endospérmica de Parkinsonia acule-
ata foram hidrolisadas e analisadas por cromatografia em papel, verificou-se a pre-
senga predominante de manose e galactose, com um pequeno teor de acido glu-

curdnico, provavelmente por contaminacao da amostra com o tegumento da se-

mente.

VI.4.2. Cromatografia liquido-gasosa dos polissacarideos hidrolisados

Quando as varias fragbes da goma endospérmica bruta de Parkinsonia acule-
ata foram hidrolisadas e avaliadas por cromatografia liquido-gasosa (CG), foi con-
firmada a predominancia de manose e galactose, com uma pequena participacao de
arabinose e xilose, na fracao 1 e de arabinose na fracao 4, conforme pode ser visto

na Tabela VI, originada dos dados representados nas Figuras de 8a1l.

TABELA VI. Teores percentuais de monossacarideos e relacdo molar (Man:Gal) nas
diversas fragoes polissacaridicas de sementes de Parkinsonia aculeata

Monossacarideo Percentagem

Fracdo 1 Fracao 2 Fragdo 3 Fracdao 4 R, R> Rs3
Ramnose = - - - = 1,6 =
Fucose = = = - = : 1,9
Arabinose 1,4 - - 10,9 20,6 S =
Xilose 0,6 = = = = = 5
Manose - 73,9 78,8 83,3 76,5 88,0 87,4 86,2
Galactose 24,1 21,2 16,7 12,6 11,9 6,9 6,6
Glucose - - - - . 4,1 53
Relacao Man:Gal  3,1:1 3,7:1 4,9:1 6,1:1 7,4:1 12,5:1 13,11

* CG, coluna OV 225, temperatura 50° C, na forma de alditois acetato
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Figura 8: Cromatografia liquido-gasosa (CG) dos padroes (A) e da fracdo 1 de se-
mente de Parkinsonia aculeata (B)
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Figura 9: Cromatografia liquido-gasosa (CG) dos padroes para manose e galactose

(A) e da fragao 2 de semente de Parkinsonia acauleata (B)
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Fiaura 10: Cromatoarafia liauido-aasosa (CG) da fracdo 3 (A) e da fracdo 4 (B) ten-

do como padrao o mesmo da fracao 1.




Figura 11: Cromatoarafia liquido-gasosa do residuo de extracao (R-)

Estes resultados mostram a presenca de uma familia de galactomananas, ja
gue a relacao manose:galactose aumenta progressivamente nas fracoes obtidas pela
extracao sequenciada. DEA & MORRISON (1975) estudando galactomananas de di-
versas sementes vegetais, relacionaram o aumento na relacao manose:galactose
com a menor solubilidade do polissacarideo, mostrando que quanto menos ramifica-
da, mais soluvel é a galactomanana. Outras sementes de leguminosas também
apresentam familias de galactomananas, como as sementes de Schizolobium ama-
zonicum, que possui uma familia composta por 5 galactomananas, com diferentes
proporcoes manose:galactose (PETKOWICZ, 1993).




A semente de Adenanthera pavonina (TAVARES, 1998), por outro lado, apre-

senta apenas um unico tipo de galactomanana, com uma relacdo manose:galactose
em torno de 2:1, com variagoes muito pequenas.

E importante notar que os valores encontrados nas sementes de Parkinsonia
aculeata (varias galactomananas), neste trabalho, nao correspondem aqueles en-
contrados por GURHA & SINGH (1988) onde foi detectado uma so6 galactomanana
cuja relacao manose:galactose é de 1,85:1.

Diante desses dados, o residuo R; foi posteriormente fracionado de acordo
com a Figura 3 (pg 40) e os resultados obtidos apresentados na Tabela VI, onde
pode ser observado que, embora haja um aumento na relacao manose:galactose em
relacdo as fracoes analisadas anteriormente, ndo podemos dizer que estamos diante
de uma manana verdadeira, de acordo com STEPHEN (1983). Nota-se ainda que o

residuo R; embora seja uma reextracao mostra sutil diferenca com respeito a R..

VI1.4.3. Metilacao da fracao 1 de Parkinsonia aculeata

Este método, consiste na substituicdo de todas as hidroxilas livres da molé-
cula por grupamentos OCHs, dando indicacdao das substituicbes presentes nas molé-
culas de monossacarideos. Apos a hidrolise do material, onde sao quebradas as liga-
coes glicosidicas, entram no lugar destas ligacoes, hidroxilas. Que futuramente serao
acetiladas

Foram realizadas duas metilacoes em sequéncia, e posteriormente foi feita
analise de infravermelho (IR), onde se detectou a auséncia de banda correspon-
dente ao grupamento OH, através da auséncia do pico de absorcdo em 3.600 cm,
caracteristico destes grupamentos.

Na fracao 1, apos metilacao completa, hidrolise e reducao (o que transforma
0s monossacarideos em alcoois - alditois) e acetilacdo (que transforma os alditois
em alditois acetato) os produtos finais encontrados foram analisados por cromato-
grafia liquido-gasosa, acoplada a espectroscopia de massa (GLC-MS) e os espectros
obtidos comparados com espectros padroes.

Os resultados obtidos sao mostrados na Tabela VII e nas Figuras de 12 a 17.
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TABELA VII. Analise de metilacao da fracao 1 de Parkinsonia aculeata. oor CG

Rt* Derivado metilado Mol %
SR% 1 5-di-Q-acetil-2 ? 4 A-tetra-O-metil-manose 5.9
716 1,4,5-tri-O-acetil-2,3,6-tri-O-metil-manose 58,0
925 1,4,5,6-tetra-O-acetil-2,3-di-O-metil-manose 13,2
608 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-galactose 13,9
747 1,3,5-tri-O-acetil-2,4,6-tri-O-metil-galactose 8,7

* Rt — tempa de retencao

Na Tabela VII, devemos observar que:

1. O derivado 1,5-di-O-acetil-2,3,4,b-tetra-O-metil-manose (5,9%) deve ser prove-

niente do terminal nao redutor.

. O derivado 1,4,5-tri-O-acetil-2,3,6-tri-O-metil-manose (58%) deve ser proveni-
ente dos unidades envolvidas em ligacao (1-»4) correspondendo provavelmente,
a cadeia principal do polimero.

. O derivado 1,4,5,6-tetra-O-acetil-2,3-di-O-metil-manose (13,2%) deve ser pro-
veniente das unidades envolvidas em ligacoes (1-»4) com substituicoes (1-—6)
por galactose.

. O derivado 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-galactose (13,9%) deve ser pro-
veniente das unidades de galactose envolvidas em ligacoes com o carbono 6 da
cadeia principal.

. O derivado 1,3,5-di-O-acetil-2,4,6-tetra-O-metil-galactose (8,7%), poderia ser

proveniente das unidades de galactose envolvidas em ligacoes (1->3) da cadeia

lateral de galactose, ou ser resultado de metilagao incompleta.
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Figura 12: Perfil cromatoarafico por CG-EM da fracdo 1 metilado de semente P

aculeata.
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Fiqura 13: Espectro de massa correspondente ao derivado do pico 585 presente na

fracao 1 de semente P. aculeata.
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Fiqura 14: Espectro de massa correspondente ao derivado do pico 608 presente na

tracao 1 de semente P. gculeata.
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Figura 15: Espectro de massa correspondente ao derivado do pico 716 presente na
fracao 1 de semente P. aculeata.
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Figura 16: Espectro de massa correspondente ao derivado do pico 747 presente na
fracao 1 de semente P. aculeata.
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Figura 17: Espectro de massa correspondente ao derivado do pico 925 presente na
fracao 1 de semente P. aculeata.
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VI1.4.4. Oxidacao da fracdo 1 com metaperiodato de sodio

Com a oxidacdo com metaperiodato do sodio pode se saber qual € o tipo de
ligacao que existe entre as unidades monossacaridicas de manose € manose na ca-
deia principal e as unidades de manose e galactose que formam as cadeias laterais.
Estas ligagbes podem ser do tipo glicosidica (1-»4) entre as manoses e podem ser
do tipo glicosidica (1—+6) entre as unidades de manose e galactose, numa galacto-
manana convencional.

O metaperiodato oxida apenas as ligacoes entre os carboidratos que possuem
hidroxilas vicinais na unidade monossacaridica, ocorrendo a quebra da ligacao car-
bono-carbono (C-C) e formagao de seus produtos caracteristicos apos redugao, hi-
drolise, reducao e acetilacao.

Foram realizados dois ciclos de oxidacao com metaperiodato de sodio. Se
existirem ligagcdes (1—4) entre as manoses e ligacoes (1+6) entre manoses e ga-
lactoses, os produtos finais esperados apos a oxidacao, reducao do poliol, hidrolise,
redugao e acetilacao, seriam uma molécula de eritritol e uma de etilenoglicol (sendo
esta ndao detectada na analise), provenientes da ligacao manose-manose (1-—4) li-
gada na cadeia principal, com substituigdo (1-—>6) e uma molécula de acido formico,
uma de etilenoglicol e uma de glicerol, proveniente da galactose ligada (1»6) com a
manose.

Porém, poderiam ainda aparecer manoses na analise final, o que indicaria que
existem ligagoes (1->3) entre as manoses, pois 0 metaperiodato de sodio ndao oxida
unidades substituidas em (1--3), pois ndo existem hidroxilas vicinais. Mas este re-
sultado pode aparecer também por outro motivo: a oxidacao pode ocorrer numa
unidade de manose e nao ocorrer na manose vizinha, com a mesma velocidade.
Entdao o grupamento aldeido formado pela oxidacdo de uma manose impede que a
ligacao entre os carbonos que contém OH vicinais seja quebrada na manose vizinha,
pela formacao de um hemiacetal. Neste caso, na analise final existirao manoses in-
tactas, confundindo desta forma a interpretacao dos resultados.

O aparecimento de galactose na analise final, isto indica ligacdo (1-—3) entre

as galactoses da cadeia lateral, conforme mostrado por GURHA & SINGH, 1988, em-




bora estes autores ndo tenham obtido o oligossacarideo correspondente por hidroli-

se acida parcial.

Sao necessarios dois ciclos de oxidacdo para se ter certeza de que todas as
manoses e galactoses foram oxidadas para formar seus produtos finais. Se ao final
dos dois ciclos ainda estiverem presentes manoses intactas, fica confirmada a pre-
senca de ligacées (1—3) na cadeia principal; da mesma forma, se estiverem pre-
sentes galactoses intactas, fica confirmada a presenca de ligacdes (1—3) na cadeia
lateral.

Os resultados obtidos apos dois ciclos de oxidacao com metaperiodato, de-
monstra que nenhuma manose intacta foi mais detectada, tendo a molécula sido
totalmente oxidada em seus produtos finais. Comprova-se entao, que realmente as
ligacdes entre as unidades de manose da cadeia principal sao (1—-4). Entretanto,
existia ainda uma pequena quantidade de galactose (1,3 %). Este resultado, aliado
a presenca do derivado metilado 1,3,5-tri-O-acetil-2,4,6-tri-O-metil-galactose, sugere
que numa peguena propor¢ao as cadeias laterais de galactose podem ocorrer na
forma de um dissacarideo (1->3), por sua vez ligado (1-6) a cadeia principal, con-
forme a Tabela VIII originada da analise dos dados representados nas Figuras 18 a
20.

TABELA VIII. Analise por CG dos dois ciclos de oxidacao da fracdo 1 com metaperio-
dato de sodio

Derivado Percentual

1° Ciclo 2° Ciclo
Glicerol 16,7 15,8
Eritritol 60,7 82,2
Manose 21,6 0,6

Galactose 0,9 1,4
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Figura 18: Tempo de retencao de padrées alditois-acetato utilizados nas figuras 19 e
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Figura 19: Andlise por CG da fracdo 1 de semente de Parkinsonia aculeata nor oxi-

dacao com metaperiodato de sodio — (12 ciclo), apos derivatizacdes para alditois

acetato.
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Figura 20: Analise por CG da fracao 1 de semente de Parkinsonia aculeata por oxida-

cdo com metaperiodato de sodio — (2° ciclo), apos derivatizacoes para alditois ace-
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Como pode ser observado, uma quantidade ndo sianificativa de manose foi
observada ao final do segundo ciclo, indicando assim a auséncia de ligacoes (1—3)

na cadeia principal.

V.4.5. Andlise da fracdo 1 por ressonancia magnética nuclear de carbono treze
(RMN-3C)

O espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono treze da fracao 1
confirmou a presencga de uma cadeia principal de manose unida por ligacao (1-—4)
com ramificacdes de galactose através de ligagdes (16). Isto pode ser visualizado
com analise do espectro (Figura 21), encontrando-se as regides dos sinais de C1, C4
e C6 de cada tipo de monossacarideo presente na molécula (manose e galactose). O
reconhecimento dos sinais caracteristicos foi feito por comparacao com padroes
(GANTER et al., 1993, GORIN & MAZUREK, 1975) e andlise de outras solucdes. O
espectro nao indicou ligacao do tipo (1—3).

Na Tabela IX sao mostrados os valores de ppm de C1, C4 e C6 para a galac-
tose, para @ manose nao ramificada e para a manose ramificada, dados obtidos a

partir do espectro de RMN-"*C representado nas Figura 21 e 22.

TABELA IX. Analise da fracdo 1 por ressonancia magnética nuclear de carbono treze,

delocamento quimico (§) em ppm

Carbono Galactose Manose nao ramifica- Manose ramificada
da

G 98,8 100,0 100,0

Cq 69,4 76,0° 76,2°

Ce 61,1 60,5 66,3

? resultado da M-M onde o sinal € proveniente da manose sublinhada

®resultado da G e G onde o sinal é proveniente da manose sublinhada
I | ‘

M-M M-M
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Figura 21: Espectro de °C da Fracdo 1 da semente de P. aculeata
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pliacao 112-92 ppm).
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VI.5. Determinacdo da viscosidade intrinseca das amostras de galactomananas:

As galactomananas de sementes sao polissacarideos hidrossoluveis, geral-
mente com alta massa molar e com propriedades especificas em solucao, entre elas
alta viscosidade. Isso faz com que a relagao estrutura e propriedades seja possivel
de se estabelecer e, consequentemente, entender o mecanismo de seu comporta-
mento em agua. Assim, o primeiro passo para o entendimento dessas propriedades
€ a analise de sua viscosidade, onde o parametro viscosidade intrinseca € uma ca-
racteristica especifica de cada molécula em um determinado solvente.

Para o polissacarideo de P. aculeata o valor da viscosidade intrinseca, obtido
através de medidas efetuadas em sistema capilar, para a galactomanana da fragdo
1 no solvente agua (Figura 23A) e em NaCl 0,1mol/L (Figura 23B), foi determinado
como sendo de 428,8 e 532,9 mL/g, respectivamente.

Para a mesma amostra em redmetro Brookfield, tendo como solvente a
agua, foi de 558 mL/g (Figura 23C). Assim, os resultado obtidos sdo um pouco infe-
riores se comparados com os valores de algumas galactomananas de sementes de
outras espécies descritas na literatura como Cyamopsis tetragonolobus (880 mL/g),
Ceratonia ciliqua (990 mL/g) (CLARK et al, 1986), Mimosa scabrela (900 mL/q)
(GANTER et al., 1992, GANTER et al., 1993), e Schizolobium parahybum (850 mL/q)
(GANTER et al., 1993), Cassia fastuosa (926-1036 mL/g) (TAVARES, 1994, GERMA-
NO, 1996, AMARAL et al., 1998). As razbes molares de manose: galactose das espé-
cies citadas acima variam de 1,1 - 4,0: 1, indicando, portanto, que o contetdo de
galactose presente no polimero, por nao estar relacionado com as dimensdes da
cadeia, ndo interfere nos valores de viscosidade intrinseca (DEA et al., 1986;). O
resultado obtido no redmetro Brookfield (Figura 23C) superior ao encontrado no
sistema capilar (Figura 23A) pode ser explicado pela faixa de velocidade de cisalha-
mento mensuravel no redmetro que € inferior a do sistema capilar e, para algumas
concentragoes, pode nao estar no patamar verdadeiramente newtoniano necessario

para os calculos de viscosidade intrinseca.
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Figura 23: Representacao grafica da viscosidade intrinseca das galactomana-
nas de P. aculeata. Fragao 1, em viscosimetro capilar , solvente agua,
(A) e solvente cloreto de sodio 0,1 mol/L (B), em reGmetro Brookfield

- solvente agua (C). Todas as leituras foram efetuadas a 20 °C.
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A constante de Huggins (k”), que indica o grau de interacdo intermolecular foi
determinada através da formula: nrea. =< [n1) + k’. (C.[n]1)?}). O valor desse pa-
rametro tem sido analisado tedrica e experimentalmente e pode ser visto, como uma
medida da interacao polimero-polimero, polimero-solvente e como um indicativo da
efetividade do solvente para uma determinada macromolécula (WANG et a/., 1994).
Os valores determinados para as curvas da Figura 23A e 23B foram de 0,62 e 0,39,
respectivamente, o que sugere a nao formacao de agregados moleculares em siste-
ma diluido, sendo, portanto, a agua e a solugao de NaCl considerados bons solven-
tes para o estudo das propriedades reologicas desse biopolimero, em baixas con-
centragoes. Na analise comparativa entre os dois solventes, pode-se considerar a
solucao de NaCl melhor que a agua, visto que o valor de k' foi inferior. Isso pode
explicar porque os valores de viscosidade intrinseca foram diferenciados nos dois
solventes. A andlise de k' pelas medidas no redmetro (22C), cujo valor encontrado
foi de 0,73, confirma a auséncia de agregados em sistema diluido e que a agua é
um bom solvente. Todos os valores de k’ determinados indicaram que nos sistemas
utilizados o polimero esta polidisperso.

Nos graficos (Figura 23 A — C) pode-se observar uma mudanca de inclinacao
para concentracao de polissacarideo a partir de 1,5g/L, especialmente em agua, o
que sugere mudanca de regime ou seja passagem de sistema diluido para semi-
diluido.

Na Figura 24 que corresponde a fracao 2 a viscosidade intrinseca em agua foi
de 798,6 mL/g , sugerindo maior volume hidrodinamico em comparacao a fracao 1,
e o valor de k' de 1,54 mostra, também, maior polidispersdo que talvez pudesse
diminuir em presenca de solucao de NaCl. O resultado obtido para o volume hidrodi-
namico para essa amostra pode ser relacionado ao de outras galactomananas, como
ja citado acima, e também ao das extraidas de sementes de Schizolobium amazoni-
cum (PETKOWICZ et al, 1998) e Leucaena leucocephala (SIERAKOWSKI et al.,
1999).

Discute-se que os diferentes valores de viscosidade intrinseca encontrados
para polissacarideos de fontes diversas podem ser ocasionados pelas diferencas es-

truturais (WANG et al., 1997) e, em especial, motivado pela presenga de cadeias




laterais. Mas, as diferencas de resultados obtidos para o polissacarideo de uma

mesma fonte, podem ser ocasionadas por influéncia dos processos de extracao e

purificacdo empregados para a obtencao do biopolimero.
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Figura 24 - Viscosidade intrinseca da galactomanana (fracao 2) de P. aculeata em

agua (viscosimetro capilar, leituras efetuadas a 20°C).

V1.6 Determinacao da massa molar da galactomanana

As medidas de massas molares de galactomananas sao relativamente proble-
maticas, pois dificilmente obtém-se solugbes verdadeiras dessas gomas; por esta
razao, as solucdes devem ser filtradas ou centrifugadas para remover substancias
insollveis ou goma parcialmente hidratada. E muito comum para esta classe de bio-
polimeros a formacdo de agregados moleculares, o que levaria a uma determinacao
erronea da massa molar pelo método de gel permeacdo, uma vez que esse envolve
a medida do volume hidrodinamico das moléculas (DEA et al., 1975).

Quando os valores de massa molar sdo obtidos por métodos como difusao de
luz ou medidas de viscosidade, faz-se necessario uma avaliacao da forma molecular.
Esse método permite a medida da massa molar ponderal média (Mw) e massa molar
numérica média (Mn). Aqueles polimeros que possuem massa molar ponderal média
(Mw) e massa molar numeérica média (Mn) muito proximos atribui-se-lhes um alto
grau de homogeneidade e quanto maior for a sua diferenca, tanto maior sera a poli-
dispersidade da amostra (MATHESON, 1990).




A massa molar foi determinada pelo método de espalhamento de luz. Os valo-

res obtidos para a massa molar ponderal média (Mw) e massa molar numérica me-
dia (Mn) para a galactomanana da fracao 1 do endosperma de sementes de P. acu-
leata foram, respectivamente, 775700 e 272400 g/mol. A relagago Mw/Mn, superior a
1 (~2,84) indica polidispersidade caracteristica para esse tipo de polimero. Para a
fragdo 2 os valores de Mw e Mn foram respectivamente de 726100 e 444100 g/mol,
com razdo Mw/Mn de ~1,65. Essa razao mostra polidispersao e confirma os dados
obtidos para k’ por medidas de viscosidade discutidas anteriormente.

O raio de giracao (Rg), foi determinado para a solucao de galactomanana da
fracdo 1 encontrando-se valor igual a 624 A, e para a fracdo 2 foi determinado como
sendo de 641 A. Esses valores permitem concluir que a galactomanana apresenta
conformacao enovelada, conforme esperado para solucoes desses polissacarideos, e
foram semelhantes aos encontrado por TAVARES (1994) e AMARAL (1998) que,
também trabalharam com uma galactomanana pouco substituida.

No perfil das analises, tanto por CGP como medidas de indice de refracao ve-
rifica-se a presenca de um ombro no perfil da fracao 1 (Figura 25), o0 que mostra
que essa nao € homogénea, e até pode apresentar mais que um polimero em solu-
cao conforme sugerem os resultados de constituintes monossacarideos apresenta-
dos na Tabela VI (pg 62). A presenca de um unico pico para a fracao 2 sugere, que

essa amostra esta homogénea, polidispersa e sem contaminagoes (Figura 26).



K2

| . ao°
| . AUXI

h indice de

refracho

<
E IS

4

|Tlllrf171

Time (min}
Figura 25 - Perfis de eluicdo por CGP, empregando os detetores de
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Figura 26 - Perfis de eluicdo por CGP, empregando os detetores de

espalhamento de luz e Indice de refracdo, para a fragao 2.




VI.7. Tratamento dos polissacarideos endospérmicos de Parkinsonia aculeata, com

epicloridrina

APPUKUTTAN et al. (1977) trataram a goma endospérmica de Cyamopsis
tetragonolobus (guar) com epicloridrina na proporcao de 10 g de goma para 30 mL
de NaOH 3mol/L contendo 3 mL de epicloridrina (12,38mol/L). TAVARES (1998), por
sua vez, tratou a goma de Adenanthera pavonina (carolina) na proporgao de 1 g de
goma para 40 mL de NaOH 3 mol/L e o mesmo volume de epicloridrina
(12,38mol/L). Em ambos os casos, foi possivel montar colunas cromatograficas para
isolamento, por afinidade, de lectinas galactose-ligantes. Assim, usando a
metodologia descrita por TAVARES (1998), 1 g de goma endospérmica
(polissacarideos totais), de Parkinsonia aculeata foi reticulada e com ela montada
uma coluna cromatografica. Quando uma solucdo da lectina bruta (fracdo protéica
rica em lectinas) de Artocarpus incisa foi aplicada, por eluicao com NaCl 0,15 mol/L,
foi obtido um pico ndo retido que, devido a grande quantidade de lectina aplicada,
apresentava atividade hemaglutinante.

Um segundo pico, retido, representando a fracdo lectinica, que foi eluido com
galactose 0,1 mol/L. Observou-se, no entanto, que o gel obtido era pouco
consistente e o leito da coluna apresentava fraca sedimentacao, causando uma
diluicao pronunciada das fragdes. Seguindo-se 0 método descrito por APPUKUTTAN
et al (1977), para o tratamento da goma de Parkinsonia aculeata com epicloridrina,
por outro lado, foi encontrada uma grande dificuldade de homogeneizacao da
mistura provocado, provavelmente pela reticulagdgo ndao homogénea, o que pode
levar a uma lixiviacao das galactomananas com o0 uso prolongado da matriz.
Resultado semelhante também foi observado por TAVARES (1998) para a goma de
Adenanthera pavonina.

Os resultados obtidos para a goma endospérmica de Parkinsonia aculeata,
tratada quer nas condicoes de APPUKUTTAN et a/(1977), que produziu uma mistura
nao homogénea ou de TAVARES (1998), que produziu uma goma pouco consistente,
nao foram plenamente satisfatorios. Por esta razdo foram testadas diferentes

concentragoes de goma, epicloridrina e NaOH, de modo a se obter-se: a) diferentes




relagbes goma:epicloridrina, b) diferentes volumes de NaOH e c) diferentes

concentracdes de NaOH. A Tabela X mostra as condigOes utilizadas, onde se pode

notar que a relacao goma:epicloridrina variou de 0,020 até 0,162.

TABELA X. Tratamento dos polissacarideos totais (goma endospémica bruta) de

Parkinsonia aculeata, com diferentes concentracbes de NaOH, goma e

epicloridrina.
Tratamento Quantidade utilizada Concentragao final no meio de reagio Relagao
Goma NaOH Epicloridrina=  Goma NaOH  Epicloridrina Epicloridrina/
(g) Vol. / ML {g/mL)  (mol/L) {mol/L) goma
mol/L (Mol/Kg)
A, 0.5 40/3 0.25 0.118 2.82 0.728 6.2
A 0.5 4.0/3 0.50 0.111 2,67 1.376 12.4
As 0.5 40/3 1.00 0.100 2.40 2476 248
Al 0.5 40/3 2.00 0.083 2.00 4.127 49.7
B, 0.5 1.5/3 0,50 0.333 2,25 3,095 9.3
B- 0.5 3.0/3 0.50 0.143 2.57 1.769 12.4
B; 0.5 4.0/3 0.50 0.111 2.67 1.376 12.4
B, 0.5 50/3 0.50 0.091 2.73 1.125 12.4
G 0.5 40/1 0.50 0.111 0.89 1.376 12.4
C- 0.5 40/2 0.50 0.111 1.78 1.376 12.4
Cs 0,5 40/3 0.50 0.111 2.67 1.376 12.4
C, 0.5 40/3 0.50 0.111 3.56 1.376 124
Guar 0.5 1.5/3 0.15 0.333 2.73 1.125 34
Carolina 0.5 20/3 6.32 0.020 2.28 3.000 150.0

(12,38 mol/l)

Os diferentes tratamentos para reticulacao foram avaliados sob dois aspectos:
a) capacidade de sedimentacao, avaliada pelo fluxo obtido e b) capacidade de reter
lectinas, avaliada pela quantidade saturante da lectina.

Para testar a eficiéncia de cada preparacao em reter lectinas, utilizou-se uma
solucao de fragao rica em lectina de Artocarpus integrifolia (30 mg/5 mL) foi
aplicada as colunas, sendo obtido para cada tratamento, um pico nado retido, eluido
com NaCl 0,15 mol/L, com atividade hemaglutinante residual e um segundo pico,
retido, contendo a fragao lectinica que podia ser eluido com tampao glicina, 0,1

mol/L, pH 2,6, contendo NaCl 0,15 mol/L. Quanto a este aspecto, pude-se observar



¢

(Figura 27 e Tabela XI) que embora todas fossem capazes de reter lectinas, as que
presentaram maior capacidade foram aquelas do tratamento A;, Bz e Ca. F

importante se notar que os tratamentos A, Bz e C3 sao iguais.

TABELA XI1. Teor de proteina (em DO a 280nm) dos picos obtidos por cromatografia de afinidade de

fragdes ricas em lectinas de Artocarpus incisa em colunas de goma de Parkinsonia aculeata.
reticulada em diferentes condicdes.

Matriz Pl PII PI+PIl  PII (%) Pl PII
] S ~ Corrigido  Corrigido

Al 26.11 1455 40.66 35.78 19.26 10.74
A2 25.78 20.73 46.51 4457 16.62 13.38
A3 23.46 14.91 38.37 33.86 18.34 11.66
A4 26.69 3.00 29.69 10.10 26.96 3.04
Bl 28.08 0.00 28.08 0.00 30.00 0.00
B2 15.10 10.86 25.96 41.83 17.44 12.56
B3 14.68 11.80 26.48 44.56 16.64 13.36
B4 21.22 5.28 26.50 19,92 24.02 5.98
Cl 28.59 1.34 29.93 4.48 28.66 1.34
C2 27.05 0.00 27.05 0.00 30.00 0.00
3 13.90 12.30 26.2 46,95 15.92 14.08
C4 29.78 10.77 40.55 26.56 22.04 7.96

Tomando-se como modelo o tratamento A, 0,5 g das diferentes fracoes
polissacaridicas obtidas por fracionamento da goma bruta, foram tratadas com 0,5
mL de epicloridrina (12,38mol/L) e 4,0 mL de NaOH 3mol/L e as matrizes obtidas,
utilizadas para montar colunas cromatograficas para isolamento, por afinidade, de
lectinas ligantes de galactose.

Quando colunas cromatograficas foram montadas com as matrizes
preparadas, tanto de endosperma total como das fracdes polissacaridicas, foram
obtidos diferentes volumes, devido a diferencas na capacidade de intumescimento
das mesmas (Tabela XII). Esta caracteristica de intumescer dependo do modo
como a matriz foram reticuladas o que, em ultima analise, esta relacionado com a
ramificacao do polissacarideo.




Figura 27.

Cromatografia de afinidade em coluna de goma endospérmica de
Parkinsonia aculeata L. reticulada com diferentes concentracdes de
epicloridrina (A), volumes de NaOH 3mol/L (B) e concentracao de
NaOH (C). Amostra: fracao rica de Artocarpus integrifolia (30mg/2mL).
Eluicdo: solugdo de NaCl 0,15 mol/L seguido de tampao glicina-HCl 0,1
mol/L pH 2,6 contendo NaCl 0,15 mol/L.
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TABELA XII. Comparagdo de volumes ocupado pelas fragoes polissacaridicas de
Parkinsonia aculeata 1., tratadas com epicloridrina e suspensa em

NaCl 0,15 mol/L*

Fragdo Volume final
mL

P 7.6

P, 10.2

P; 10.9

P, 1.3

Goma bruta 7.0

Guar 5.1

Carolina 6.1

*apartirde 05 g

VI.8. Cromatografia de afinidade de lectinas em colunas preparadas com matrizes de

galactomananas de Adenanthera pavonina, Cyamopsis tetragonolobus e Parkinsonia

aculeata.

No intuito de avaliar o comportamento da goma bruta de Parkinsonia aculeata
comparando-a com as gomas de Adenanthera pavonina e Cyamopsis tetragonolobus
foram montadas colunas com matrizes preparadas com estas gomas seguindo-se 0
tratamento A,.

Os resultados obtidos para lectinas brutas de Arfocarpus integrifolia,
Artocarpus incisa e Abrus precatorius sao mostrados nas Figuras 28 e Tabela XIII
onde pode-se observar que embora seja capaz de isolar as diferentes lectinas, a
goma de Parkinsonia aculeata € menos eficiente que as outras duas. Por outro lado,
pode-se observar que as lectinas de Abrus precatorius nao foram isoladas

eficientemente em nenhuma das colunas preparadas com as trés galactomananas

empregadas como suportes.




Figura 28. Cromatografia de afinidade em coluna de gomas endospérmica de
Cianopus tetragonolobus (gquar), Adenanthera pavonina (carol),
Parkinsonia aculeata (turco) no tratamento A,. Amostra: fragGes rica de
lectina de Abrus precatorius (A);  Artocarpus integrifolia (B);, e
Artocarpus incisa (C) (30 mg/2mL). Eluicdo: solucao de NaCl 0,15 mol/L
seguido de solucao de galactose 0,2 mol/L contendo NaCl 0,15 mol/L.




VI.9. Cromatografia de afinidade de lectinas em colunas preparadas com fracoes

polissacaridicas endosperma de Parkinsonia aculeata

Os resultados obtidos, quando fracoes protéicas ricas em lectinas foram
submetidas a cromatografia de afinidade em colunas preparadas com as varias
fracoes polissacaridicas endospérmicas de Parkinsonia aculeata sao mostrados nas

Figura 29, e resumidos na Tabela XIII.

TABELA XIII. Teor de proteina (em DO) dos picos obtidos por cromatografia de
afinidade de fragoes ricas em lectinas de Artocarpus incisa, Artocarpus
integrifolia e Abrus precatorius

Lectina Matriz PI PII PI+PII PII (%) PI PII
Corrigido  Corrigido

Abrus Guar 12.086 2.732 14.818 18.44 12.234 2.766
Carolina 12.341 1.669 14,011 11,92 13,212 1,788

Turco 13.176 1.762 14.938 11.80 13.230 1.770

A incisa Guar 6.488 8.391 14.879 56.40 6.540 8.460
Carolina 7.135 6.334 13.469 47.03 7.055 7.055

Turco 11.192 1.491 12.284 11,75 13.237 1,763

A integrifolia Guar 4.234 8.997 13.231 68.00 4.800 10.200
Carolina 4,623 7.646 12,269 62,32 5,652 9,348

Turco 7.816 6.988 14.804 47.21 7.918 7.082

Abrus Fracdo 1 14.370 0.588 14.957 3.93 14.411 0.589
Fracdo 2 14.635 0.193 14.829 1.30 14.804 0.196

Fragdo 3 14,788 0.058 14.846 0,39 14,942 0,058

Fragdo 4 14.663 0.092 14.955 0.62 14.906 0.094

A integrifolia Fracdo 1 8.277 4.623 12.900 35.84 9.642 5358
Fragdo 2 12,280 2.401 14,691 16,34 12,549 2.451

Fragdo 3 12.359 1.955 14313 13.66 12.951 2.049

Fracdo 4 12.474 0.715 13.189 542 14.187 0.813

A incisa Fracdo 1 9.548 4.431 13.979 31.70 10.245 4.755
Fragdo 2 11.879 2.239 14.118 15.86 12.621 2,379

Fracgdo 3 12,109 1.041] 13.150 7.92 13.813 1,187

Fracdo 4 12,108 0.784 12.892 6.08 14.088 0.912
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Figura 29. Cromatografia de afinidade em coluna de gomas endospérmica de
fragbes: 1, 2, 3 e 4 Parkinsonia aculeata (turco) no tratamento A,.
Amostra: fragdes rica de lectina de Abrus precatorius (A),; Artocarpus
integrifolia (B); e Artocarpus incisa (C) (30 mg/2mL). Eluicao: solugao
de NaCl 0,15 mol/L seguido de solucao de galactose 0,2 mol/L contendo
NaCl 0,15 mol/L.

Analisando-se 0s resultados obtidos, verifica-se que a fracao 1 mostrou-se
mais eficiente que as demais, no isolamento das lectinas testadas. E interessante
notar que esta fracdo, quando analisada quanto a sua relagdo manose:galactose
demostrou uma maior ramificacdo, proporcionando, assim, mais sitios galactose
disponiveis, e estdo de acordo com o0s resultados obtidos para as colunas
reticuladas com o gel de guar e de carol.




VI.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para avaliar a capacidade das colunas de reterem apenas as lectinas os picos
correspondentes foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS e B-mercaptoetanol. O resultado obtido € apresentado nas Figuras

30 e 31 onde se observa que apenas as bandas correspondentes as lectinas foram
encontradas.
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Figura 30: Eletroforese em gel de poliacrilamida das fragdes obtidas por
cromatografia de afinidade em coluna de Parkinsonia aculeata L. Amostras: (A) 1:
Fracao rica de lectina de artocarpus integrifolia, 2: Pico 1 de artocarps integrifolia,

3: Pico 2 de artocarps integrifolia. (B) 4: Fracao rica de lectinas de Artocarpus
incisa, 5: Pico 2 de Artocarpus incisa, 6: Pico 2 de Artocarpus integrifolia
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Fiaura 31: Fletroforese em ael de noliacrilamida das fracGes obtidas nor
cromatografia de afinidade em coluna de Parkinsonia aculeata L. Amostras: 1:
Fracdo rica de lectina de abrus orecatorius. 2: Pico 1 de abrus precatorius. 3: Pico 2

de Abrus precatorius.

Na Fiaura 30 (A) observou-se aue a lectina de Arfocarpus inteagrifolia foi
resolutivamente purificada. o aue & demonstrado pela presenca de duas bandas
correspondentes ao ponto de aplicacao da amostra (3).

Na figura 30 (B) é evidente a presenca de duas bandas proteicas no ponto de
aplicacao (5), correspondentes a lectina purificada de Artocarpus incisa (pico retido
na coluna) e de Artocarpus integrifolia no ponto de aplicacao (6).

Na figura 31, no ponto de aplicacao (3) da amostra , observa-se a presenca de
bandas proteicas aue correspondem a lectina de Abrus precarorius purificada.

E evidente que este experimento demonstra que essas lectinas foram isoladas
e purificadas na coluna em estudo.



VII. RESUMO DOS RESULTADOS




VI. RESUMO DOS RESULTADOS

Todos os polissacarideos isolados sao estruturalmente formados de unidades
de b-manose e D-galactose, portanto denominados galactomananas.Verificou-se que
os polissacarideos apresentam variabilidade quantitativa/proporcional, de
(manose:galactose), sugerindo a presenca de uma familia de galactomanana na

mesma semente.

Os polissacarideos (galactomananas), quimicamente modificados e
transformados em matrizes cromatograficas de afinidade apresentaram diferentes
graus de eficiéncia resolutiva no isolamento das lectinas ligantes de galactose

(Artocarpus integrifolia, Artocarpus incisa e Abrus precatorius).

Sob as condicdes experimentais do tratamento A, de reticulacao para
galactomanana de guar, carolina e turco foi observado que o volume das colunas é
maior para galactomanas menos substituidas por outro lado a eficiéencia
cromatografica para afinidade com lectinas de sementes Artocarpus integrifolia,
Artocarpus incisa e Abrus precatorius esta relacionada com a maior quantidade de

galctose na galactomanana original.

Os polissacarideos totais e aqueles obtidos em sequéncia de goma
endospérmica de Parkinsonnia aculeata podem ser utilizados como matrizes
cromatograficas de afinidade, com excecao daquele extraido com solucdo de
hidroxido de sodio (fracdo 4).

A viscosidade intrinseca da fracao 1 em agua é de 428,87 mL/g e em solucao
de NaCl mol/g é de 532,9.

A Massa molecular ponderal média da fracao 1 é de 775700 g/mol. A massa
molecular numérica média 272.400 g/mol.Todas determinadas por GPC. Estes dados

indicam polidersidade para este polimero.




VIII. CONCLUSAO




Os polissacarideos de gomas endospérmicas de Parkinsonia aculeata

demostraram significatica capacidade de isolar lectinas ligantes de galactose.
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