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RESUMO

A lectina da alga marinha vermelha Gracilaria ornata foi purificada e caracterizada
a partir do extrato bruto em tampéo Tris-HCI 25mM, pH 7,5. Dentre os eritrdcitos testados
(humanos do sistema ABO, coelho e galinha), ela aglutinou preferencialmente os de coelho
tratados com tripsina. A atividade hemaglutinante revelou que a lectina ndo é dependente
de cations divalentes e foi inibida pelas glicoproteinas mucina de porco, asialofetuina,
apotransferina, tiroglobulina de porco e de boi. O procedimento de purificagdo foi
conduzido por precipitagdo protéica do extrato bruto com sulfato de aménio até 70% de
saturagdo (F0/70), seguido por cromatografia de troca idonica em coluna de DEAE -
Celulose e de afinidade em coluna de Sepharose 4B- mucina. A lectina de G. ornata € uma
glicoproteina que apresenta em sua estrutura 2,97% do carboidrato glucose, sendo sua
massa molecular aparente de 17,36 KDa obtida por filtragdo em gel de Sephadex G-100.
No procedimento de eletroforese realizado em condigdes desnaturantes (PAGE-SDS) na
presenga de [3-mercaptoetanol, revelou que a lectina ¢ monomérica, com massa molecular
de 17,00 KDa. A eletroforese bidimensional revelou a presenga de uma unica banda
protéica na faixa de pH com valor de pI de 5,4. A andlise da composigdo de aminoacidos
da lectina purificada mostrou uma predominancia dos aminoacidos Glx, Asx, Ser, Gly, Ala
e Cys, sendo a alta percentagem obtida para o aminoacido cisteina uma caracteristica ndo
usual para lectinas de algas marinhas e de vegetais superiores. A avaliagdo histopatoldgica
dos tecidos de camundongos apés a aplicagdo da lectina por via iv., revelou alteragdes
microscopicas no intestino, figado, estbmago e coragdo. A andlise da atividade inseticida
das fragdes protéicas (extrato bruto, F0/70 e PII-DEAE), mostrou que a emergéncia das
larvas de C. maculatus foi inibida por todas as fragdes avaliadas. Entretanto, as fragdes EB

(2,5%) e FO/70 (1%) inibiram consideravelmente a sobrevivéncia larval.




XV

ABSTRACT

The lectin obtained from the marine alga Gracilaria ornata was purified and
characterized by extraction of solube proteins (crude extract) in 25 mM Tris-HCl buffer, pH
7.5. Among the analysed erythrocytes (human of ABO system, rabbitt and chicken) it was
shown that the lectin preferentially agglutinated rabbitt treated with tripsin enzyme. The
haemagglutinating activity reveled that the lectin wasn’t dependent on divalent cation Ca**
and Mn®* and was shown to be inhibited by the glycoprotein porcine stomach mucin,
asialofetuin, apotransferin, porcine and bovine tiroglobulin. The purification procedure was
realized by precipitation of the crude extract with 70% saturation ammoniun sulfate
(F0/70) followed by ion-exchange chromatography on DEAE-Celulose and affinity
chromatography on Mucin-4B-Sepharose. The carbohydrate content of 2.97% of glucose
carbohydrat suggest that the lectin under study is a glycoprotein. It was shown an apparent
molecular mass of 17.36 KDa by gel filtration on Sephadez G-100 colunn. Eletrophoresis
procedures observed under denaturant conditions (SDS-PAGE) with -mercaptoetanol, the
lectin exhibited a single proteic band. The isoeletric focusing reveled the presence of a
simple acidic protein band with pl of 5.4. The analysis of the amino acid composition of the
purified lectin showed a predominance of amino acids Asx, Glx, Ser, Glu, Ala e Cys, being
the high percent obtained to amino acid cistein, a non usual characteristic to lectins of sea
algae an superior plants. The hystopatologic evaluation of mices tissues after application of
the lectin for via iv., revelead microscopic alterations in the intestine, liver, heart and
stomach. The analysis of the insecticide activity of the proteic fractions (crude extract,
F0/70 and PII-DEAE), it showed that the energency of the larvas of C. maculatus was
inhibed by all the appraised fractions. Meantime, the fractions EB(2.5%) and F0/70(15)

inhibited the larval survival considerably.




L.INTRODUCAO
1.1. Lectinas
1.1.1.Consideragdes Gerais

As lectinas foram descobertas em 1888 por Hermann Stillmark, trabalhando na
Universidade Tartu, na Estonia. Stillmark observou que extratos toxicos de mamona
(Ricinus communis) aglutinavam eritrocitos. Além disso, observou-se que o extrato, que ele
chamou ricina, reagiu diferentemente com eritrocitos de diferentes animais, evidenciando
assim a capacidade desses extratos de expressar seletividade ou especificidade (Rogers,
1994).

Posteriormente, verificou-se que extratos de plantas ndo toxicas, como o feijdo
(Phaseolus vulgaris), a ervilha (Pisum sativum) e a lentilha (Lens culinaris), também
causavam aglutinagdo de eritrécitos (Landsteiner & Raubitschek, 1907).

Sumner & Howell (1936) mostraram que a hemaglutinagdo produzida pela
Concanavalina A ( Con A) da jaca Canavalia ensiformis poderia ser bloqueada ou inibida
pelo agucar da cana (sacarose). Este estudo mostrou-se de fundamental importancia no
estudo de lectinas, pois os autores sugeriram que a aglutinagdo observada para a Con A
seria devido a uma interagdo entre a lectina e os carboidratos presentes na superficie dos
eritrocitos, identificando pela primeira vez a principal caracteristica das lectinas, ou seja a
afinidade por agucares.

Até 1935, acreditava-se que lectinas ndo apresentavam especificidade para hemacias
humanas € que 0 mesmo grau de aglutinag@o seria observado para os diferentes grupos
sanguineos (do sistema ABO). Entretanto, observou-se que a aglutinina da enguia japonesa,
Asnguilla japonica, aglutinava preferencialmente eritrécitos do grupo O e que extratos de
sementes de Vicia cracca, mostraram seletividade para hemacias do grupo sanguineo A
(Renkonen, 1948).

Boyd & Reguera (1949) observaram especificidade para o grupo sanguineo A em
lectinas do feijdo lima, Phaseolus limensis e, mais tarde, Boyd & Shapleigh (1954)

utilizaram pela primeira vez o termo lectina, para descrever a atividade de aglutininas.
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Goldstein er al. (1980), definiu as lectinas como proteinas de origem ndo imune,
capazes de se ligar reversivelmente a carboidratos € de aglutinar células ou precipitar
polissacarideos e glicoconjugados.

Mais recentemente, as lectinas foram definidas como proteinas que possuem, pelo
menos, um dominio ndo catalitico que se liga de maneira reversivel a mono ou
oligossacarideos especificos (Peumans & Van Damme, 1995).

Cummings (1997), seguindo a mesma idéia empregada por Peumans & Van Damme
(1995), inseriu um carater restritivo, a0 mencionar que anticorpos ou proteinas com
atividade enzimatica voltada a carboidratos ndo podem ser considerados como lectinas.

Dessa forma, as lectinas (do latin, /egere, selecionar ou escolher) sdo proteinas que
ligam mono ou oligossacarideos especifica e reversivelmente, mas sdo destituidas de
atividade catalitica e, diferentemente dos anticorpos, ndo sdo produtos de uma resposta
imune (Sharon & Lis, 2001).

As lectinas foram agrupadas em trés grupos por Peumans & Van Damme (1995),
onde: Merolectinas sdo proteinas de pequeno tamanho e que possuem um unico dominio
ligante a carboidrato sendo, portanto, incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar
células.; Hololectinas consistem de, no minimo, dois dominios idénticos ou bastante
homologos que se ligam ao mesmo carboidrato ou a agucares de estrutura similar. As
hololectinas sdo usualmente designadas como moléculas di ou multivalentes, capazes de
promover a aglutinagdo de células e/ou precipitar glicoconjugados e, atualmente,
representam um dos grupos mais estudados de lectinas, Quimerolectinas sdo moléculas
que possuem um ou mais dominios ligantes a carboidratos, associado(s) a outro dominio
distinto, bem definido e que possui atividade enzimatica ou outra bioldgica qualquer e sua
acdo independe do dominio ligante a carboidrato. Como exemplos desse grupo, podemos
citar as quitinases pertencentes a classe 1 € as proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs)
do tipo 2.

Posteriormente, Van Damme et al. (1998) sugeriram a existéncia de um quarto grupo,
o das superlectinas, que seriam proteinas de natureza quimérica que consistem de, no
minimo, dois dominios ligantes a carboidratos, que sdo estruturalmente diferentes e

reconhecem carboidratos distintos. Um exemplo da ocorréncia de superlectina pode ser
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observado na lectina isolada do bulbo de tulipa, que consiste de uma molécula que
apresenta um dominio ligante a manose € um dominio ligante a N-acetilgalactosamina.

Do ponto de vista estrutural, as lectinas formam um grupo de proteinas heterogéneo,
pois variam quanto ao tamanho, estrutura e organizagdo molecular, entretanto, apresentam
em comum a capacidade de reconhecer e interagir com sitios contendo glicoconjugados
(Sharon & Lis, 1998). As estratégias usadas pelas lectinas para gerar sua especificidade por
carboidratos incluem a formagio de pontes de hidrogénio com moléculas de agua,
modificagdes pds-traducionais e oligomerizagdes (Vijayan & Chandra, 1999).

Atualmente, lectinas s3o o alvo de muitos estudos, por atribuir-se a elas, devido as
suas propriedades de reconhecimento, agdo determinante em diversos processos bioldgicos.
Estes incluem a liberagdo de glicoproteinas do sistema circulatorio, o controle do trafego
intracelular de glicoproteinas, a adesdo de agentes infecciosos em células hospedeiras, o
recrutamento de leucdcitos para os sitios inflamatérios, bem como as interagdes celulares
no sistema imune, em malignidades e metéstases (Sharon & Lis, 2001).

Embora tenham sido inicialmente detectadas em plantas, as lectinas sdo encontradas
em muitos organismos, desde virus e bactérias até animais vertebrados e invertebrados (Lis
& Sharon, 1998).

Peumans & Van Damme (1998) estudaram os relatos de ocorréncia de lectinas em
plantas superiores e observaram que estas proteinas ja haviam sido detectadas em cerca de
500 espécies. Muitas das lectinas vegetais s3o encontradas nas sementes, embora sua
presenga ja tenha sido observada em todos os tipos de tecidos vegetativos, como casca,
folhas, caule, frutos e raizes. As lectinas de sementes de leguminosas representam o grupo
destas proteinas vegetais mais bem estudado, com mais de 100 representantes isolados e
caracterizados (Sharon & Lis, 2001).

Em bactérias, protozoarios e virus, a ocorréncia de lectinas parece desempenhar o
papel de auxiliar e/ou promover a adesdo destes microorganismos as estruturas celulares
onde sdo encontrados (Sharon & Lis, 1998). Em trabalho desenvolvido por Glick er al.
(1991) na infecgdo causada pelo virus influenza, foi constatado que o processo de adesdo
viral a célula alvo ¢ mediado por uma lectina que se liga a residuos de acido silico

presentes na face externa da superficie celular.
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As lectinas de animais, geralmente de vertebrados, variam marcadamente em sua
estrutura. Sua atividade de reconhecimento a carboidratos reside freqiientemente em um
segmento polipeptidico limitado, denominado de dominio de reconhecimento de
carboidrato (DRC) (Sharon & Lis, 2001).

Ainda nos vertebrados distinguem-se duas categorias de lectinas: as soluveis, que sdo
extraidas dos tecidos e as lectinas de membrana, que requerem o uso de detergentes para
sua solubilizagdo, embora algumas possam permanecer soliveis na auséncia dos mesmos
(Liener ef al., 1986). Destacam-se as lectinas dos tecidos do coragdo e pulmdo de bezerro
(De Waard et al., 1976), do corddo umbilical humano (Kaneko ez al/., 1990), do veneno de
cobras (Gartner & Ogilvie, 1984), de ovos de peixes teledsteos (Krajhanzl et al., 1985) e do
figado de alguns outros animais como rato, galinha e coelho.

Nos invertebrados, foram detectadas lectinas em varias classes e subclasses
examinadas, como caranguejos (Ravidranath & Cooper, 1984), moluscos (Hammarstrom,

1972)e esponjas (Bretting et al., 1990).
1.2. Lectinas Vegetais
1.2.1. Caracteristicas Quimicas e Fisico-Quimicas

A maioria das lectinas vegetais ja estudadas € de natureza glicoprotéica, sendo que
algumas delas podem apresentar, em sua constituigdo, at¢ 50% de aguicar, como € o caso da
lectina da batata Solanum tuberosum (Allen et al., 1978) e da aglutinina isolada do feijdo
de inhame Sphenostyles stenocarpa, que € uma glicoproteina tetramérica (Machuka ef al.,
1999).

Entretanto, a lectina do gérmen do trigo, (WGA), a Concanavalina A (Con A) ¢ a
lectina da ervilha Pisum sativum (PSA), sdo exemplos de aglutininas que ndo possuem
carboidratos em suas estruturas (Lis & Sharon, 1998).

As caracteristicas fisico-quimicas das lectinas sdo bastante heterogéneas, se avaliadas
com relagdo as suas propriedades moleculares. Suas massas moleculares podem variar
desde 3,5 KDa para a lectina da alga marinha vermelha Bryothamnion triquetrum (Ainouz

et al., 1995), até 480 KDa para a lectina de nzomas de Aegopodium podagraria (Peumans
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& Van Damme, 1995). Suas subunidades também variam em numero, geralmente de duas a
guatro, mas podendo chegar a valores muito maiores, como no caso da lectina de Limulus
polyphenus que possui 20 subunidades (Sharon & Lis, 1987). A lectina do feijdo de inhame
Sphenostyles stenocarpa possui uma massa molecular em torno de 122 KDa e ¢ composta
de quatro subunidades com massas moleculares de aproximadamente 27, 29, 32 e 34 KDa,
respectivamente (Machuka et al., 1999).

De acordo com as diferentes especificidades por aglicares apresentadas pelas lectinas,
fo1 sugerido por Makela (1957) que elas fossem classificadas em quatro grupos, conforme a
configurag@o relativa dos atomos de carbono C; e C; no anel piranosidico do agucar
responsavel pela ligagéo especifica. Assim, ao grupo I pertencem as lectinas especificas por
L-fucose; ao grupo II aquelas que se ligam especificamente a D-galactose e N-acetil-
galactosamina; ao grupo III incluem-se as especificas por D-glicose e D-manose € a0 grupo
IV aquelas capazes de se ligar a D-idose, D-gulose, L-glicose e L-xilose.

O descobrimento de lectinas que eram fortemente inibidas pelos agucares N-acetil-D-
glicosamina e acido N-acetilneuraminico levou ao surgimento de dois novos grupos,
complementando a classificagdo proposta por Makela (WU et al., 1988; Moreira et al.
1991).

A maioria das lectinas, em especial as de vegetais, requer a presenga de ions

metalicos divalentes (Ca*

, Mg e Mn**) para exercerem suas atividades bioldgicas.
Segundo Doyle er al. (1976) estes ions interagem em sitios especificos da estrutura
protéica, conferindo um alto grau de estabilidade estrutural e protegendo-a contra a
inativagdo pelo calor. Blumberg & Tal (1976) citam ainda estes ions como os responsaveis
pela grande resisténcia das lectinas a hidrolise enzimatica. Os sitios de ligagdo a metais € a
carboidratos estdo intimamente relacionados. O sitio de ligagdo a carboidratos da Con A,
um por cada subunidade, estd localizado em uma depressdo na superficie da proteina e
distante 10 a 14 angstrons do ion Mn** (Loris ef al., 1998).

Além dos sitios para metais e carboidratos, as lectinas apresentam ainda uma cavidade
hidrofébica formada por aminoacidos hidrofobicos. Esta regido deve conferir a lectina a
capacidade de interagir com um grande nimero de moléculas diferentes dos carboidratos,
permitindo a estas desempenhar outro papel, ainda desconhecido. Os sitios hidrofobicos

tém sido mais freqientemente estudados em lectinas de leguminosas. Este sitio parece
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exercer enorme influéncia na manutengdo da estrutura nativa da maioria das lectinas
(Barondes, 1988) e amplia a natureza dos ligantes com os quais as lectinas podem interagir.
Durante o processo evolutivo estes sitios parecem ter sofrido poucas alteragdes, como no
caso da Con A e das lectinas de Ulex europeus (UEA 1 e II), onde as sequéncias dos
aminoacidos do sitio hidrofébico diferem apenas no aminoacido Val'” que ¢ substituido
por lle em U. europeus. Tal conservagdo também foi observada nas demais lectinas ja
seqiienciadas (Konami ez al., 1991), com excegdo das lectinas de WGA (lectina de germe
de trigo) e RCA (aglutinina de Ricinus comunis).

Em sua composicdo de aminoacidos, as lectinas de plantas, de modo geral,
apresentam grande heterogeneidade, sendo geralmente ricas em aminoacidos hidrofobicos e
acidos, perfazendo até mais de 30% do conteido de aminoacidos e sdo pobres em
aminodcidos sulfurados (Lis & Sharon, 1981). As lectinas da familia das leguminosas
possuem elevados teores de aminoacidos basicos e hidroxilados, teores reduzidos ou sdo
completamente ausentes de aminoacidos sulfurados (Moreira, 1998). As lectinas de
Gramineas possuem um alto conteudo de glicina (23%) e cisteina (12%), estando os
residuos de cisteina envolvidos em pontes dissulfeto (Stinissen & Peumans, 1985). As
lectinas de Solanaceas s@o ricas em hidroxiprolina, serina, glicina e cisteina (Showalter,

1993).
1.2.2. Papel Fisioldgico

Embora sejam largamente estudadas com relagd@o as suas potencialidades biologicas,
o papel fisiologico das lectinas é ainda uma incdgnita para a ciéncia. Essas proteinas
partilham suas caracteristicas com muitas outras macromoléculas, as quais ja estdo
completamente caracterizadas porém suas fungdes fisiologicas ndo estdo bem esclarecidas
(Rudiger,1998).

Uma vez que em algumas sementes de plantas as lectinas representam a principal
fragdo de proteinas soluveis, tem sido sugerido que essas moléculas poderiam funcionar
como substdncias de reserva (Van Damme ef al. 1996; Van Damme ef al., 1998; Peumans
& Van Damme, 1995). Obviamente, as lectinas sdo degradadas durante a germinagdo,

contribuindo assim para o “pool” nutricional. Por outro lado, tem sido observado que a
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degradagdo das lectinas ndo segue o padrdo geral das proteinas de reserva tipicas e que elas
persistem por um periodo bem maior durante a germinagdo das sementes do que outras
proteinas (Moreira & Cavada, 1984; Boisseau et al., 1985).

Moreira et al. (1993) estudaram a evolugdo da lectina de Canavalia brasiliensis
durante a maturagdo da semente e constataram que essa proteina apareceu alguns dias
depois da maioria das proteinas de massa molecular elevada. Um precursor da lectina, que
se liga a polidextrana foi detectado e este precursor possuia varias propriedades da lectina,
porém com uma atividade hemaglutinante extremamente baixa.

Oliveira et al. (1998) estudaram a mobilizag@o das proteinas e da lectina de Erythrina
velutina forma Aurantiaca durante a germinagdo da semente e crescimento da plantula no
escuro ¢ verificaram que ha um retardamento na mobilizagdo da aglutinina em comparagdo
com a de outras proteinas da semente, sugerindo que a hemaglutinina observada ndo € uma
mera proteina de reserva e deve desempenhar um papel crucial durante a germinagdo e
estabelecimento da planta.

A fungdo biologica de lectinas vinha sendo proposta ha algum tempo em proporcionar
a protegdo da planta ou de suas sementes de ataques por microorganismos, insetos e/ou
predadores (Rudiger, 1998). Varios estudos tém sido voltados a este ponto, em particular
aqueles tendo em vista a aplicagdo de lectinas como ferramentas de diagnostico em
microbiologia ou como protetoras expressadas em plantas transgénicas (Chrispeels &
Raikhel, 1991; Gatehouse et al., 1998; Slifkin, 1994).

Lectinas que sdo tdxicas para insetos em experimentos nutricionais tém sido
prosperamente usadas para construir plantas transgénicas habeis em prejudicar a
reprodugdo e o desenvolvimento de insetos que se alimentam delas. O foco dos estudos tem
sido direcionado para lectinas que reconhecem manose ou N-acetilglucosamina, como € o
caso da lectina de Galanthus nivalis e da aglutinina do gérmen do trigo (WGA),
respectivamente (Rudiger, 1998).

A WGA estd localizada na raiz, porgdo da planta que interage intimamente com o solo
(Raikhel & Lerner, 1992). Embora uma inibigdo direta do crescimento do fungo pela WGA
ndo acontega, um processo de reconhecimento que precede a infecgdo pode ocorrer. Além
disso, como os niveis da lectina na planta sdo aumentados em decorréncia de estresses

fungico e/ou osmético (Cammue et al., 1989; Singh er al., 1996), WGA pode ser

Yaskara F.M.Marques Leite




r

Introducao 8§

considerada como uma resposta a varias formas de estresse. Um outro papel para a lectina
pode ser a protegdo contra predadores animais, visto que a WGA inibe o desenvolvimento
de insetos (Murdock er al., 1990). Uma proteina que reage em associagdo com WGA ¢
induzida apoés a infecgdo das raizes da aveia por nematdides (Oka et al., 1997). Esta
proteina assemelha-se a quitinases de plantas em sua seqiéncia de aminoacidos e acredita-
se que esteja envolvida na tradugdo do sinal apés a invasdo da planta pelo patdgeno
‘ (Radiger, 1998).

Durante muitos anos, a interagdo entre lectinas de plantas e bactérias tem atraido

muita atengdo. Isso se deve, principalmente, devido a possivel participa¢do dessas proteinas
nas relagdes simbidticas entre plantas e bactérias. Inicialmente, esta idéia surgiu devido ao
fato das leguminosas geralmente serem ricas em lectinas de sementes e, por outro lado, a
mesma familia ¢ conhecida por realizar simbiose com um grupo de bactérias fixadoras de
nitrogénio, o Rhizobia (Rudiger, 1998).

Até o presente, ndo esta claro se o inter-relacionamento entre lectinas e fatores de
nodulag@o € direto ou indireto. De qualquer forma, observou-se que a introdug@o do gene
para a lectina da ervilha em raizes de leguminosas trevo habilitou a planta hospedeira a
reconhecer o fator de nodulagdo do Rhizobium leguminosarum, especifico para ervilha sem
necessidade de contato direto com a bactéria (Diaz et al., 1995).

O papel bioldgico destas proteinas tem sido alvo de estudos ja ha muitas décadas. Esta
situagdo € totalmente compreensivel devido a enorme quantidade de interagdes nas quais as
lectinas podem engajar-se. E muito improvavel que um papel fisiologico geral para todas as
lectinas possa ser encontrado. Mesmo lectinas que sdo muito similares em suas estruturas
primarias e conformagdes podem servir a diferentes propdsitos. Provavelmente, as lectinas
sdo empregadas pela natureza em varias fungdes, dependentes de sua localizagdo,

especificidade € do momento de sua sintese pela planta.
1.2.3. Propriedades Bioldgicas
Estudos realizados entre os anos de 1960 e 1970 revelaram que as lectinas exibiam

propriedades outras, além da capacidade de aglutinar eritrécitos. A capacidade das lectinas

de interagir especificamente com células justifica 0 emprego destas para determinagio dos
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grupos sangiineos humanos (ABO) e no estudo de receptores quimicos estruturais
presentes nas hemacias destes grupos.

Lectinas de plantas superiores foram utilizadas na tipagem de grupos sanguineos
como a de sementes de Dolichos biflorus, que distingue eritrocitos A; de A, e A|B de A;B
(Bird, 1951), de sementes de Ulex europeus, que aglutina células do grupo O (Horejsi &
Kocourek, 1974) e a de sementes de Crotalaria striata, que também distingue hemacias A
de A, (Oliveira et al., 1989). As lectinas de Lotus tetragonolobus e Ulex europaeus, ambas
especificas por fucose, sdo utilizadas na identificagdo de células sanguineas do tipo O e de
secretores de substancias desse grupo (Sharon & Lis, 2001).

Estudos de inibigdo por haptenos com as lectinas de Phaesolus limensis e Vicia craca
(especificas para o grupo A) e de Lotus tetraganolobus e Anguilla anguilla (especificas
para o grupo O), forneceram indicagdes de que N-acetil-galactosamina e L-fucose
desempenham um papel importante na especificidade dos grupos A e O, respectivamente
(Lis & Sharon, 1998). A aglutinina do amendoim ¢ empregada na detecgdo de
poliaglutinag@o (ou poliaglutinabilidade), uma condi¢do que acompanha certas infecgdes
bacterianas e virais, onde os eritrocitos humanos tornam-se aglutinaveis pelos anticorpos
normalmente presentes nos soros de individuos adultos (Sharon & Lis, 2001).

Contribuigdes importantes das lectinas também tém sido relatadas no que diz respeito
ao estudo de membranas celulares e subcelulares de animais, de plantas e de
microorganismos, onde lectinas marcadas radioativamente ou com fluoresceina tém sido
empregadas (Nicholson, 1974; Rapin & Burger, 1974; Lis & Sharon, 1991).

Trabalhos empregando lectinas na identificagdo de grupos de agucares presentes em
tecidos da regido pré-cornea de ratos foram realizados no intuito de permitir a liberagdo
local e prolongada de drogas no tratamento de uma série de patologias oculares (Nicholls et
al., 1994).

Um nimero crescente de lectinas vem sendo usado em estudos de caracterizagdo de
glicoconjugados presentes nas superficies celulares. A identificag@o destes tornaria possivel
a produgdo de vacinas especificas que atingiriam células alvo, impedindo a penetragdo de
agentes infecciosos nas mesmas. Cerca de 27 lectinas de plantas foram usadas na
identificagdo da expressdo de glicoconjugados em algumas cé€lulas especificas de ratos e do

intestino humano (Sharma ef al., 1996). Sete diferentes lectinas de plantas conjugadas a
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ferritina foram usadas para examinar a distribuigdo de glicoconjugados sobre as membranas
externas de células do fotorreceptor da luz (Ishikawa et al., 1996).

Nowell (1960) reportou que a lectina de Phaseolus vulgaris tinha propriedades
mitogénicas para linfécitos humanos. Ja as lectinas de Homarus americanus (Campbell et
al., 1982) e de Dictyostelium purpureum (Lipsick et al., 1980) sdo estimuladoras de
linfécitos B, mas ndo de linfocitos T, enquanto a lectina de Phytolacca americana ¢ um
mitdgeno de linfocitos T e B. Estudos in vitro da aplicagdo de lectinas na estimulagdo de
linfocitos tém possibilitado diagnosticar imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas, bem
como monitorar o efeito de drogas imunoterapéuticas (Lis & Sharon, 1981). A
Concanavalina A (Con A), a fitohemaglutinina (PHA) e a Canavalia brasiliensis (Con Br)
podem ser usadas como padrdo de referéncia imunologica na indugdo da proliferagdo de
linfécitos do sangue periférico humano. (Sharon & Lis, 2001). Barral-Netto er al. (1992)
observaram que as lectinas purificadas de oito sementes de leguminosas da tribo Diocleae,
eram fortemente mitogénicas e indutoras da produgdo de interferon por linfocitos humanos.

As lectinas podem também funcionar como agentes diferenciadores e especificos para
algumas espécies de microrganismos. A WGA aglutina especificamente a espécie Neisseria
gonorrhoeae, podendo diferencia-la de outras espécies de Neisseria (Schaefer et al., 1979).
Lectinas de Glycine max, Abrus precatorius e Griffonia simplicifolia aglutinam apenas

Bacillus anthracis e Bacillus mycoidis entre varios bacilos (Cole ef al., 1984).

A modificagdo de estruturas glicoprotéicas da membrana celular, durante a divisdo
celular, pode estar relacionada com transformagdes malignas. Assim, lectinas tém se
mostrado como ferramentas poderosas durante variagdes nos diferentes estagios precisos
da doenga, sendo uteis no diagndstico e prognéstico da doenga (Dall’ Olio, 1996). Estudos
mostraram que algumas lectinas sdo habeis em aglutinar células cancerosas, mas ndo

reconheciam células saudaveis do mesmo tipo ( Inbar & Sachs, 1969).

As lectinas de Ricinus comunis e outras lectinas citotoxicas de plantas vém sendo
usadas na terapia do cancer como, por exemplo, no tratamento de pacientes leucémicos,
como as vitimas do acidente de Chernobyl (Sharon & Lis, 1987). Matsumoto ef al. (1992)
usaram a lectina de Dolichos biflorus (DBA) no prognostico do cancer de pulméo, onde
estes observaram uma correlag@o existente entre os dados clinicos da doenga e os dados

histoquimicos com lectina. A internaliza¢do de lectinas como a de Griffonia simplicifolia
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em células tumorais de murina, desencadeia um processo chamado de apoptose - morte
programada de células (Kim er a/., 1993). De maneira semelhante, a lectina de Canavalia
ensiformis, desenvolve sua fungdo téxica sobre células normais e transformadas (Kulkarni
& Mcculloch, 1995). A ricina e a abrina sdo conjugadas a anticorpos monoclonais e usadas
como imunotoxinas na terapia do cancer (Slifkin & Doyle, 1994).

A lectina do bulbo do alho (A/lium sativum) reduziu fortemente o crescimento € a
sintese de DNA de células tumorais humanas. Além disso, essa proteina induziu a apoptose
nas células a uma baixa concentragdo (Karasaki ez a/., 2001). Janzen ef al. (1976) foram os
primeiros a sugerir que a lectina de Phaseolus vulgaris era toxica para o bruquideo do
caupi, Callosobruchus maculatus. Huesing et al. (1991) verificaram que a lectina de Oryza
sativa e Urtica dioica apresentavam atividade inseticida contra larvas de Callosobruchus
maculatus. A lectina da salsa ([pomoea esarifolia) exibiu uma agdo inseticida contra larvas
de Callosobruchus maculatus, que ataca o caupi ou feijdo-de-corda, particularmente
quando armazenado (Santos, 2001). A WGA inibiu o crescimento e o desenvolvimento de
duas espécies de fungos fitopatogénicos, Fusarium graminearum e F. oxysporum.

Lectinas podem ser também usadas como inibidoras da proliferagdo viral, uma vez
que estas proteinas podem ligar-se especificamente a glicoproteinas da capa viral, as quais
parecem ser as responsaveis principais no mecanismo de adsorgdo do virus a célula. Uma
vez bloqueados os sitios ligantes destas glicoproteinas por lectinas, o virus ndo sera capaz
de proliferar.

Favero (1994) relatou que algumas lectinas foram empregadas na caracterizagdo de
glicoproteinas do envelope viral (glicoproteina 120). Esta caracterizagdo poderia permitir a
prevengdo da ligagdo do virus as células hospedeiras, uma vez que as lectinas especificas se
ligariam a capsula viral, bloqueando o seu sitio de ligagdo as células.

Cinco lectinas com especificidade para oligossacaridios N- e O- ligantes foram
examinadas com relagdo a capacidade de inibigdio da infectividade in vitro do virus da
AIDS (HIV) e do herpes tipo 1 (HSV1). As lectinas especificas para oligossacaridios N-
ligantes bloquearam a infecgdo pelo HIV em concentragdes de nano a micro moles,
enquanto que a infecgdo por HSV1 foi inibida pelas lectinas N- e O- ligantes (Hansen et al.,
1991).
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As lectinas especificas para a-(1-3)-D-manose e a-(1-6)-D-manose de Galanthus

nivalis, Hippeastrum hybrid, Narcissus pseudonarcissus € Listera ovata inibiram a infec¢do
de células MT-4 pelos virus da imunodeficiéncia humana tipos 1 e 2 (HIV1 e HIV2) e pelo
virus da imunodeficiéncia em simios em concentragdes comparaveis com as concentragdes
em que dextrana sulfato inibe estes virus (50% da concentragdo efetiva, 0,2 a 0,6 pg/mL)
(Balzarini et al., 1991).

Uma série de 11 lectinas foram estudadas com relag@o a sua atividade inibitoria contra
os virus do herpes simples tipo 1, da raiva e da rubéola. A adsor¢@o do virus do herpes foi
inibida pelas lectinas de Limulus polyphemus (LPA), Canavalia ensiformis (Con A) e
gérmen de trigo (WGA), enquanto as lectinas de Bauhinia purpurea (BPA) e da soja foram
mais efetivas se presentes durante a replicagdo viral; a ligagdo do virus da raiva a células
susceptiveis foi prevenida pelas lectinas LPA e de Narcissus pseudonarcissus (NPA),
enquanto WGA e BPA foram inibitérias do passo seguinte; a multiplicagdo do virus da
rubéola foi afetada apenas apos a ligagdo por NPA, Con A e WGA (Marchetti, ef al., 1995).

A lectina da soja € utilizada na purificagdo da medula 6ssea humana para transplantes
pela aglutinagdo seletiva das células T maduras presentes na medula. Estas células sdo
responsaveis pela rejeicdo que ocorre quando ha histo-incompatibilidade (Sharon & Lis,
2001).

1.2.4. Propriedades Fisico-Quimicas

As lectinas de algas marinhas diferem daquelas de vegetais superiores em varias
propriedades. Em geral, elas apresentam pequena massa molecular € ndo reconhecem
agucares simples, sendo mais especificas para oligossacarideos complexos, em especial
glicoproteinas. Além disso, muitas das lectinas de algas marinhas ndo requerem cations
divalentes para exercerem suas atividades bioldgicas (Rogers & Hori 1993). Estas proteinas
ocorrem principalmente na forma monomérica e t€m uma alta propor¢do de aminoacidos
acidos, com ponto isoelétrico entre quatro e seis (Shiomi et a/., 1981, Hori ef al., 1990).

O maior numero de lectinas de algas estudadas até o presente, diz respeito aquelas
provenientes da classe Rhodophyta (algas vermelhas), dentre as quais encontram-se as

lectinas de Ptilota plumosa, as primeiras aglutininas de alga marinha a serem purificadas e
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caracterizadas. Essa lectinas, denominadas de PPI e PPII, apresentaram massas moleculares
de 65 KDa e 170 KDa, respectivamente. Ambas as proteinas eram fortemente inibidas por
p-Nitrofenil-a-D-galactosideo e requeriam a presenga de cations divalentes, como Ca™,
para exercerem suas atividades biologicas (Rogers et al., 1977; Rogers & Blunden, 1980).

A lectina monomérica e glicoprotéica, obtida da alga vermelha Gracilaria bursa-
pastoris, apresentou em sua estrutura cerca de 20% de agucar. Essa proteina apresentou-se
rica em aminoacidos como glicina, acido aspartico e acido glutdmico, com pl em torno de
4,7. Sua massa molecular aparente foi estimada por filtragdo em gel em 15,5 KDa e por
PAGE-SDS em 30 KDa (Okamoto ef al., 1990).

Uma lectina com massa molecular em torno de 15 KDa obtida por filtragdo em gel e
estimada em 29,7 KDa por PAGE-SDS, foi isolada da alga marinha vermelha Gracilaria
tikvahiae. Essa lectina aglutinou fortemente eritrocitos de coelho e foi inibida na presenga
de acido N-acetil-neuraminico, de lactoferrina, do inibidor de tripsina e de fetuina (Chiles
& Bird, 1990 e Dalton ef al., 1995).

Ainouz et al. (1995) purificaram as lectinas presentes nas algas Bryothamnion
seaforthii e B. truiquetrum. A atividade hemaglutinante de ambas as lectinas n3o se
mostrou dependente de cétions divalentes € nem inibida por agucares simples. As massas
moleculares das lectinas de B. seaforthii e B. truiquetrum, estimadas por filtragdo em gel,

foram de 4,5 KDa e 3,5 KDa, respectivamente.

Benevides et al. (1996), isolaram uma lectina monomérica da alga Solieria filiformis,
com 1,5 % de sua composi¢do em aguicar. Essa proteina foi inibida pelas glicoproteinas
manana de levedura, avidina, egg white e ovalbumina. Quando analisada por cromatografia
de filtragdo em gel de Superose 12-R (FPLC), a lectina exibiu uma massa de 21,9 KDa,
aproximando-se do estimado por PAGE-SDS, com 29 KDa.

A lectina trimérica de Ptilota filicina, foi inibida por galactose e seus derivados, onde
os mais potentes inibidores foram: p-Nitrofenil-N-acetil-a-D-galactosideo e p-Nitrofenil-
N-acetil-B-D-galactosideo, sendo encontrada uma massa molecular de 56,9 KDa por
fitragdo em gel e 19,32 KDa por PAGE-SDS. O estudo de sua composi¢do em aminoacidos
mostrou ser a lectina rica em aminoécidos 4cidos e hidroxilados (Sampaio ef al., 1998a).

Benevides et al. (1998b) isolaram uma aglutinina presente na alga marinha vermelha

Enantiocladia duperreyi. A lectina aglutinou preferencialmente eritrécitos humanos do
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grupo O, sua atividade hemaglutinante apresentou dependéncia por cations divalentes e foi
inibida na presenga dos agucares simples D-fucose, D-galactose e alguns de seus derivados
¢ da glicoproteina mucina de porco. A lectina apresentando uma massa molecular aparente
de 24,7 KDa por filtragdo em gel e de 16,07 KDa por PAGE-SDS.

Costa et al. (1999), estudando a alga marinha vermelha Amansia multifida, observou
gue a lectina presente nesta alga continha 2,9% em aglcar neutro e era inibida pelas
glicoproteinas avidina, fetuina, ovalbumina e manana. A massa molecular dessa proteina
foi estimada em 26,9 KDa por filtragdo em gel e em 24,5 por PAGE-SDS. A focalizagdo
isoelétrica detectou a presenga de cinco isolectinas com pl 4cido variando entre 5,4 € 6,2. A
analise de aminoacidos mostrou ser esta lectina rica em prolina, glicina e acido aspartico e
pobre em histidina e fenilalanina.

A lectina da alga Vidalia obtusiloba aglutinou preferencialmente eritrécitos humanos
do grupo O, tratados enzimaticamente com bromelaina. A lectina mostrou-se dependente de
Ca™ e foi inibida pelos agucares simples N-acetilgalactosamina, D-galactosamina, D-
galactose, a-lactose e pela glicoproteina mucina. Essa proteina apresentou uma estrutura
glicoprotéica, sendo sua massa molecular aparente de 79 KDa, obtida por filtragdo em gel
de Sephadex G-100. O procedimento de eletroforese realizado em condigdes nativas
(PAGE), exibiu uma unica banda protéica. Quando realizado sob condigdes desnaturantes
(PAGE-SDS) a lectina também se mostrou como uma uUnica banda protéica com massa
molecular de 59,63 KDa. Entretanto, sua redugdo em presenga de 3-mercaptoetanol revelou
a presenga de duas diferentes subunidades protéicas com massas moleculares de 59,63 e
15,17 KDa. A focalizagdo isoelétrica revelou a presenga de uma unica banda protéica na
faixa de pH compreendido entre 4 ¢ 5 (Melo, 2000).

A primeira lectina de alga a ter sua estrutura primaria definida através de uma
combinagdo dos métodos de degradagdo de Edman e espectrometria de massa, pertence a
espécie de alga vermelha Bryothamnion triquetrum (Calvete et al., 2000). Sua estrutura,
composta de 91 residuos de aminoacidos, ndo se mostrou similar a nenhuma outra lectina
de planta ou animal. Os residuos de aminoacidos mais abundantes foram os de glicina e
serina.

Paralelamente, Hori et al. (2000) determinaram a estrutura primaria de duas lectinas,

denominadas hypninas A-1 e A-2, isoladas da alga marinha vermelha Hypnea japonica, por
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degradagdo de Edman. Ambas as aglutininas eram polipeptideos de cadeia tunica,
compostas de 90 residuos de aminoécidos, incluindo quatro meia-cisteinas envolvidas em
duas ligagdes dissulfeto intracadeias. A estrutura primaria das lectinas diferia com relagdo a
posigdo de trés residuos apenas: Pro'’, Arg®' e Phe®? .

De acordo com Rogers & Hor (1993), as lectinas de algas marinhas vermelhas
podem ser distribuidas em trés tipos: 1 - moléculas de baixo peso molecular que
reconhecem glicoproteinas, mas ndo monossacarideos e ndo requerem cations divalentes; 2
! - moléculas que se ligam a monossacarideos ¢ derivados e que também ndo possuem

dependéncia por cétions divalentes; e 3 - grandes moléculas (PM > 64 KDa) que se ligam a
monossacarideos na presenga de cations divalentes.

O crescente nimero de lectinas de algas marinhas verdes (Chlorophyta) detectadas ao
longo das ultimas décadas, tornou essas espécies importantes fontes de pesquisa para o
isolamento e caracterizagdo de novas moléculas. As lectinas de algas verdes, seguem as
mesmas propriedades atribuidas as lectinas de algas vermelhas, divergindo apenas na
capacidade de inibigdo por agucares simples, demonstrada principalmente frente a N-
acetilgalactosamina e N-acetilglucosamina. Vale ressaltar, que a maior parte das lectinas
isoladas de algas marinhas verdes pertencem as espécies do género Codium.

As lectinas de duas subespécies de Codium fragile foram as primeiras lectinas de
algas verdes a serem isoladas e caracterizadas. As lectinas tetraméricas das duas sub-

: espécies atlanticum e tomentosoides apresentaram massas moleculares em torno de 60 KDa

e pontos isoelétricos de 3,8 e 3,9, respectivamente, concordando com a composi¢do de
aminoacidos que apresentam elevado percentual de aminoacidos acidos (Loveless &
Rogers, 1985).

Fabregas ef al. (1988a), estudando também o género Codium, isolaram da espécie
Codium tomentosum duas lectinas com massas moleculares aparentes de 15 KDa ¢ 16 KDa.
No entanto, a eletrofocalizagdo evidenciou nove pontos isoelétricos, relativos a nove
isolectinas.

Rogers & Fanglu (1991) isolaram duas novas lectinas pertencentes a duas outras
espécies do género Codium, sendo estas C. vermilara e C. bursa. Ambas as lectinas foram
inibidas por N-acetilgalactosamina e apresentaram massas moleculares de 18,4 KDa para C

bursa e 15,1 KDa para C. vermilara. Os autores evidenciaram a presenga de trés isolectinas
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para C. vermilara, com pontos isoelétricos de 3,4; 4,1 e 4,15 ¢ apenas uma unica forma
para C. bursa com ponto isoelétrico de 3,5.

A lectina da alga Enteromorpha linza foi inibida por D-manose-6-fosfato, dentre os
agucares simples testados (Horl et al., 1986), enquanto a lectina da espécie E. clatharata
apresentou-se inibida pela glicoproteina fetuina (Dalton er al., 1995).

As lectinas de Codium adherens, C. effusum, C. capitatum e C. platylobium, foram
purificadas e os dados obtidos por eletroforese em PAGE-SDS revelaram que todas as
quatro lectinas apresentam massas aparentes entre 11 e 13 KDa. Estas proteinas ndo
apresentaram dependéncia por cations (Rogers ef al., 1994).

Sampaio ef al. (1998a) isolou da alga Ulva lactuca uma lectina de massa molecular
aparente de 17 KDa. Da mesma forma das lectinas isoladas de algas vermelhas, esta lectina
também se mostrou rica em aminodacidos acidos e hidroxilados e pobre em aminoacidos
basicos.

Benevides et al. (2001) purificaram e caracterizaram parcialmente, a primeira lectina
do género Caulerpa Esta lectina pertence a espécie C. cupressoides, € dimérica , com
11,05% de carboidrato em sua composig@o, mostrou-se inibida por lactose e alguns de seus
derivados e foi inibida pela glicoproteina mucina do estdmago do porco. Sua massa
molecular determinada por filtragdo em gel,foi de 44,7 KDa, enquanto que por PAGE-SDS
na presenga de B-mercaptoetanol, foi de 23,16 KDa. A determinagdo de sua composigdo em
residuos de aminoacidos demonstrou uma predomindncia de glicina, Glx (4cido glutdmico e
glutamina), Asx (acido aspdrtico e asparigina) € serina.

A primeira lectina isolada de alga marinha parda foi a de Fucus vesiculosus. Esta
lectina apresentou-se como um mucopolissacarideo com 90% de carboidrato e peso
molecular de 2000 KDa. Seu ponto isoelétrico € de 3,2 e sua estrutura ndo ¢ formada por
subunidades (Ferreiros & Criado, 1983).

Chiles & Bird (1990), observaram em extratos concentrados da alga parda Dictyota
dichotoma, aglutinagdo frente a eritrécitos de coelho e de humano dos grupos A e B, com
especificidade de ligagdo demonstrada para lactoferrina, dentre uma série de agucares
simples e glicoproteinas testados.

Teixeira (1997), ao estudar algas marinhas coletadas no continente Antartico,

descobriu ser a espécie Adenocystis untricularis, possuidora de uma lectina que,
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preferencialmente, aglutinava eritrécitos de coelho tratados enzimaticamente com papaina.
Fragdes da aglutinina purificada, quando submetidas a eletroforese em PAGE-SDS,
evidenciaram a presenga de uma unica banda protéica com massa molecular relativa

estimada em 14,4 KDa.

1.2.5. Potencial Biotecnolégico

Os estudos envolvendo lectinas de algas marinhas tém se intensificado ao longo dos
ultimos anos e padrdes de caracteristicas comegam a aparecer (Rogers & Hori, 1993).

Sabe-se que as caracteristicas de reconhecimento de estruturas de agucares e
glicoconjugados dessas proteinas fazem delas importantes ferramentas para o
reconhecimento e isolamento desses tipos moleculares, sejam eles dissolvidos em solugdes
ou presentes em membranas bioldgicas. A lectina da alga marinha verde Codium
tomentosus foi usada para diagnosticar poliformismo de glicoproteinas do soro humano,
apds a focalizagdo isoelétrica (Fabregas ef al., 1988b).

A lectina de Codium fragile tem sido usada para estudar o conteido de carboidratos
presentes nos polissacarideos da parede celular de Streprococus (Cisar er al., 1995).
Estudos conduzidos por Wu et al. (1995) demonstraram que esta lectina € capaz de
reconhecer e fracionar glicoproteinas contendo N-acetilgalactosamina -1 em sua estrutura.

Em testes de tipagem sangiiinea, a lectina de Ptilota plumosa € capaz de reconhecer e
aglutinar apenas eritrécitos de humanos com antigeno B (B, A;B e A;B) geneticamente
determinado, diferenciando-os dos tipos A e O (Rogers, et al., 1977, Rogers, et al., 1979 e
Rogers & Fish, 1991).

As lectinas das algas verdes Codium fragile subspécie atlanticum e tomentosdides
(Loveless & Rogers, 1985, Rogers et al., 1986), C. adherens, C. effusum e C. capitatum
(Rogers et al., 1994) podem ser empregadas para distinguir eritrécitos humanos do grupo A
e seus subgrupos.

A aglutinina da alga verde Ulva lactuca aglutina, preferencialmente, eritrocitos do
grupo O, distinguindo também os grupos A; € A;B dos grupos A, e A;B por intensidade de
aglutinagdo (Gilboa-Gaber et al., 1988).
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Lectinas de algas podem também ser usadas como importantes ferramentas
quimiotaxondmicas. As espécies do género Chondria (tenuissima e coerulescens) podem
ser distinguidas pelos titulos de aglutinagdo contra eritrocitos de coelho, 4096 UH/ml para
C. tenuissima e 8 UH/ml para C. coerulescens. As lectinas das espécies Calliblepharis
ciliata e C. jubata também aglutinam diferentemente eritrocitos de coelho, com titulos de
512 UH/ml e 32 UH/ml, respectivamente (Fabregas ef al., 1985).

Do ponto de vista imunoldgico, algumas lectinas de algas apresentam-se como
estimuladoras do crescimento celular, tendo também a capacidade de induzir o
recrutamento de neutrofilos durante a inflamagéo.

Estudos realizados com a lectina de Fucus vesiculosus mostraram que esta apresenta
efeito imunomodulatério em ratos e induz a blastogénese linfocitaria iz vitro, apesar de ndo
aglutinar linfocitos (Criado & Ferreiros 1983).

Bird et al. (1993) verificaram que as lectinas das algas Gracilaria tikvahiae, Ulva
rigida e Gracilaria verrucosa estimularam mitogénese em esplenocitos de camundongo,
enquanto a aglutinina de Gracilaria tikvahiae estimulou mitogénese em linfocitos
humanos.

Dalton et al. (1995) observaram que as lectinas das algas marinhas Chondria
dasyphylla, Rhodymenia pseudopalmata € Gracilaria sp., estimularam a mitogénese em
esplendcitos murinos, enquanto as lectinas de Chondria dasyphylla, Codium decorticatum,
Gracilaria sp., Gracilaria tikvahiae e Gelidium pusillum estimularam mitogénese em
linfécitos humanos.

Lima et al. (1998), estudaram a indugdo da transformagdo de linfocitos humanos pela
lectina da alga marinha vermelha Amansia multifida. A curva dose-dependente para células
mononucleares periféricas do sangue humano (PBMC) foi estimulada pela lectina em
concentragdes relativamente baixas. Em valores elevados, observou-se uma redugdo
gradual da capacidade mitogénica, com 0 concomitante aumento na concentragdo da
lectina. O decréscimo na proliferagdo de linfécitos foi bloqueado por avidina, mas ndo por
outra lectina (Com Br) a concentragdes estimulatorias.

As lectinas das algas marinhas vermelhas Amansia multifida, Bryothamnion
seaforthii, B. triquetrum e Gracilaria caudata induziram a migragdo de neutrofilos in vitro

e in vivo. O influxo maximo de neutrdfilos foi determinado pela lectina de B. triquetrum em
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ratos e pela lectina de 4. multifida em camundongos. Madxima quimiotaxia de neutrofilos
humanos foi obtida com a lectina de G. caudata. Estas atividades ndo foram inibidas pelas
glicoproteinas previamente identificadas como sendo reconhecidas por estas lectinas. D-
manose foi um forte inibidor, especialmente da atividade da lectina de B. triquetrum in vivo
e in vitro (Neves et al., 2001).

A aplicagdo de lectinas de algas marinhas em testes histoquimicos foi relatada pela
primeira vez para a alga Codium fragile por Griffin et al. (1995). Os autores sugeriram
como sistema modelo, o0 uso do conjugado lectina-ouro coloidal ligado a membranas de
eritrécitos humanos A; e prontamente detectados por microscopia eletronica de
transmissdo. As pequenas moléculas de lectinas de C. fragile utilizadas neste teste
apresentaram um féacil acesso em diferentes pontos da superficie das células de varios
tecidos.

Matsubara et al. (1996) mostraram que as lectinas isoladas das algas marinhas
Hypnea japonica, Boodlea coacta, Solieria robusta e Carpopeltis flabellata, sio capazes de
inibir a agregagdo plaquetaria humana. Os autores sugerem o uso destas lectinas na analise
de glicoconjugados das membranas plaquetarias e como modelo de novos inibidores da
agregacao de plaquetas.

Viana et al. (2002) reportaram uma atividade antinociceptiva, determinada pelos
ensaios com formalina em camundongos, presente nos extratos protéicos das algas
marinhas vermelhas Bryothamnion seaforthii € B. triquetrum, precipitados com sulfato de
amoénio até 60% de saturagdo (F0/60). Ndo somente as FO/60 , mas também as lectinas de
ambas as espécies inibiram significativamente as contragdes abdominais induzidas por
acido acético apos administragdes ip. e oral. No teste com formalina, as lectinas (1 ¢ 5
mg/kg, ip., € 5 a 20 mg/kg, oral) inibiram a primeira e segunda fases (5 ¢ 20 minutos,
respectivamente) mas o efeito ocorreu predominantemente na segunda fase. Os efeitos das
lectinas foram total ou parcialmente revertidos com naloxone (2 mg/kg, sc.) na primeira
e segunda fases, respectivamente. Experimentos conduzidos com as lectinas na auséncia e
presenga de avidina (1 mg/kg, ip.) e D-manose (1 mg/kg, ip.), mostraram que a avidina nio
interfere no efeito da lectina de B. seaforthii, mas parcialmente reverteu o efeito da lectina
de B. triguetrum, enquanto D-manose reverteu completamente os efeitos de ambas as

lectinas.
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Hori et al. (1986), sugeriram que as lectinas de algas podem ser usadas como
importantes ferramentas para pesquisas do cancer. Alguns estudos conduzidos pelo autor
provaram que extratos de Boodlea coacta, Codium fragile, Carpopeltis flebelata,
Gracilaria bursa-pastoris e Solieria robusta foram capazes de aglutinar fortemente células
do tipo FM3A do tumor de rato.

Lectinas de algas isoladas das espécies Cystoclonium purpureum, Palmaria palmata,
Monospora sp. e Agardhiella tenera, foram capazes de reagir com células leucémicas de
rato do tipo L5178Y, mas ndo reconheceram o tipo L1210 (Shiomi ef al., 1979, Kamiya
1982a e 1982b).

A aglutinagdo de alguns tipos de células bacterianas foi observada por Hori er al.
(1988), com o emprego de algumas lectinas de algas marinhas. Esherichia coli que foi
aglutinada pelas lectinas de Ulva pertusa, Codium fragile e Boodlea coacta, Pseudomonas
putida reagiu com as lectinas de Ulva pertusa e Codium fragile e Flavobacterium sp. foi
reconhecida pela lectina de Codium fragile.

As propriedades bioldgicas das lectinas de algas marinhas constituem uma area de
estudos ainda pouco explorada, onde muito conhecimento devera ser investido para que se

possa entender a todo o potencial dessas moléculas.

1.3. Lectinas de Algas

1.3.1. Ocorréncia de Lectinas em Algas Marinhas

As algas sdo um grupo de plantas inferiores, talofitas (plantas desprovidas de raizes e
folhas) que ndo apresentam sistema vascular, tendo clorofila como principal pigmento
fotossintético, e a auséncia de uma cobertura de células estéreis ao redor das células
reprodutivas. As algas apresentam uma ampla distribuigdo na natureza, ocupando
ambientes terrestres e aquaticos tanto de agua doce quanto marinhos (Lee, 1989).

Inicialmente, a énfase no estudo de algas marinhas e plantas aquaticas estava
relacionada com a produgdo de alimentos, mas as investigagcdes acabaram por tornar-se
multidisplinares, surgindo um interesse em descobrir compostos farmacologicamente

ativos.
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O primeiro relato da ocorréncia de lectinas em algas marinhas foi feito por Boyd et al.
(1966), que estudaram 24 espécies de algas tropicais. O extrato de Spyridia filamentosa
aglutinou especificamente c€lulas do grupo sanguineo A, enquanto seis espécies de algas
pardas (Dictyota bartayresii, D. cervicornis, D. divarticata, D. delicatula, Sargassum
rigidulum e Padina vickersiae) e uma espécie de alga azul (Lynbya majuscula) aglutinaram
eritrécitos dos grupos A e O. Extratos da alga verde Codium isthmocladum e das algas
pardas ZTurbinaria turbinata e Sargassum natans foram inespecificos, aglutinando
eritrocitos dos grupos A, B e O.

A ocorréncia de lectinas em algas marinhas teve seqiiéncia com estudos realizados a
partir de extratos salinos, de 105 diferentes espécies de algas marinhas, oriundas da costa
da Inglaterra. Dentre as espécies analisadas, as quais pertenciam as classes Chlorophyta,
Phaeophyta e Rodophyta, 19 exibiram atividade hemaglutinante ndo especifica contra
hemdcias humanas do sistema ABO. Entretanto, a alga vermelha Prilota plumosa continha
uma lectina que reconhecia especificamente o antigeno B. Os resultados indicaram que as
aglutininas, com fraca atividade contra ertrocitos humanos nativos (ndo tratados
enzimaticamente), estavam presentes em um limitado numero de espécies. Os autores
verificaram ainda que nenhuma diferenga na atividade hemaglutinante foi encontrada
quando diferentes partes anatomicas foram examinadas (Blunden e /., 1978; Blunden et
al., 1972).

Estudos posteriores mostraram a presenga de lectinas em 96 espécies de algas
marinhas britinicas. Os extratos dessas algas exibiram atividade hemaglutinante contra
suspensdes de eritrdcitos humanos tratados previamente com a enzima papaina ou em
meios contendo albumina sérica bovina (BSA) (Rogers et al., 1977). Dessa forma, muitas
das espécies de algas marinhas britdnicas examinadas anteriormente foram reavaliadas e,
das 65 espécies que exibiram atividade hemaglutinante contra eritrocitos humanos, 39
falharam em aglutinar células nfo tratadas com enzimas proteoliticas e/ou na auséncia de
BSA (Blunden ef al., 1978; Rogers et al., 1980).

Hori et al. (1981) observaram a presenga de atividade hemaglutinante em 14 extratos
de algas marinhas, dentre as 53 espécies estudadas. As lectinas aglutinaram eritrdcitos de

coelho, de cavalo, de ovelha, de pato, de galinha e humanos do sistema humano ABO.
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Estudos conduzidos com algas pertencentes as classes Chlorophyta e Rhodophyta
revelaram que 100% dos extratos testados foram capazes de aglutinar c€lulas sanguineas
vermelhas de coelho. Os autores constataram ainda que, algumas das espécies de algas
estudadas perdiam sua capacidade de hemaglutinagdo depois de estocadas a -20°C por um
periodo superior a seis meses (Fabregas et al., 1984; Fabregas er al., 1985 e Mufioz ef al.,
1985).

Rogers & Loveless (1985) e Fabregas et al. (1986), ao estudarem a atividade
hemaglutinante usando extratos de algas pardas da costa espanhola, verificaram que a
aglutinagdo era, quase sempre, devido a presenga de polifendis. Os autores verificaram que
a incorporagdo, a esses extratos, de por¢des de uma resina removedora de polifendis em
solug@o ocasionava uma diminui¢do ou auséncia total da atividade hemaglutinante.

Blunden et al. (1986) reexaminaram muitas das espécies de algas britdnicas
anteriormente relatadas como possuidoras de hemaglutininas e constataram, através de
testes utilizando substincias removedoras de polifenois adicionadas aos extratos, que as
algas verdes e vermelhas ndo apresentavam diferengas nos titulos de hemaglutinagdo
quando submetidas a esse tipo de tratamento.

Anderson et al. (1986) estudando os extratos de cinco algas pardas e duas algas
vermelhas, coletadas no Norte da Suécia, encontraram atividade hemaglutinante para todas
as espécies testadas frente a eritrocitos do sistema humano ABO, de rato, de cavalo e de
ovelha.

Ao estudarem a presenga de lectinas em 31 espécies de algas marinhas, Hori ef al.
(1988) observaram que quatro algas pardas, quatro algas verdes e 19 algas vermelhas foram
capazes de aglutinar, pelo menos, um tipo de eritrécito, concluindo que aglutininas sdo
largamente distribuidas em algas marinhas. Os autores observaram ainda que tais proteinas
sdo mais sensiveis a eritrocitos de coelho e carneiro, € que a aglutinagdo poderia ser
incrementada com um pré-tratamento dos eritrécitos com as enzimas pronase ou tripsina.

Chiles & Bird (1989), constataram através de observagdes realizadas em trabalhos de
detecgdo de atividade hemaglutinante em algas marinhas, que muitos dos extratos brutos
utilizados apresentavam quantidades de metabolitos soliiveis (monossacarideos e
polifendis), que poderiam ser responsaveis por variagdes e erros nos resultados de

hemaglutinagdo obtidos. Em estudos conduzidos pelos autores com o emprego de 15
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espécies de algas marinhas dos Estados Unidos, utilizando as proteinas soltveis dos
extratos, parcialmente purificadas por precipitagdo com sulfato de aménio (20-70%), foi
observado que todas as espécies testadas (sete algas vermelhas, quatro algas pardas e quatro
algas verdes) exibiram hemaglutinag@o contra eritrécitos de coelho e somente trés delas ndo
aglutinaram eritrocitos de carneiro, sendo que nenhuma espécie mostrou especificidade
para eritrocitos humanos do sistema ABO.

Ainouz & Sampaio (1991) estudaram a ocorréncia de lectinas em algas marinhas do
Nordeste do Brasil e verificaram que 65% das espécies testadas foram capazes de aglutinar,
pelo menos, um tipo de eritrocito testado. Os autores utilizaram eritrocitos tripsinizados de
carneiro, de coelho, de galinha, de cabra, de boi e de humanos do sistema ABO, sendo que
os de coelho e galinha foram os mais susceptiveis a aglutinagdo, enquanto que os eritrocitos
de cabra ndo foram reconhecidos por nenhuma das lectinas.

Hori et al. (1993), relataram a presenga de um novo grupo de lectinas em algas
marinhas, com estrutura semelhante a dos peptideoglicanos, que foram extraidas quando a
enzima pronase foi adicionada ao tampdo de extragdo. Os autores observaram que 0s
extratos convencionais ndo foram capazes de aglutinar eritrocitos de coelho ou de cameiro,
tratados com tripsina e pronase, respectivamente. Entretanto, quando a pronase foi
adicionada ao tampdo de extragdo, na concentragdo de 0,5%, todos os extratos exibiram alta
atividade hemaglutinante.

Freitas e al (1997) estudaram a ocorréncia de lectinas nos extratos de 30 espécies de
algas marinhas do Nordeste brasileiro, utilizando eritrocitos, nativos e tratados
enzimaticamente, de coelho, de galinha, de cameiro e de humanos do sistema ABO. Os
autores observaram que a maioria dos extratos aglutinou pelo menos um dos eritrocitos
testados e que as células sanguineas vermelhas de carneiro e de coelho foram as mais
susceptiveis a aglutinagdo pelas lectinas estudadas

Ao analisar os dados publicados sobre a ocorréncia de lectinas em algas marinhas,
Sampaio (1997), constatou que cerca de 700 espécies foram examinadas e que em mais de
57% delas constatou-se a presenga de atividade hemaglutinante. Levando-se em
considera¢do que na natureza existem muitos milhares de espécies de algas, este numero
representa apenas uma pequena parcela de contribuigdo das algas marinhas para os estudos

de detecgdo e isolamento de lectinas.
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O género Gracilaria, representa atualmente o mais explorado e com maior niimero
de trabalhos de isolamento de lectinas dentre as algas vermelhas. Algumas espécies desse
género, sdo reconhecidamente de dificil identificagdo taxonOmica e alguns trabalhos
realizados, mencionam apenas o género Gracilaria (sp.) para designar a espécie. Dalton er
al. (1995), detectaram a presenga de lectina em duas espécies de Gracilaria, onde uma
delas diferia da outra por apresentar inibigdo pela glicoproteina e/ou inibidor de tripsina.

Trabalhos conduzidos com o emprego da espécie Gracilaria verrucosa por alguns
autores, levaram a obtengdo de diferentes caracteristicas fisico-quimicas para as lectinas
isoladas desta espécie. Nos estudos de Shiomi ef al. (1981), foi relatada a presenga de uma
lectina tetramérica, capaz de aglutinar eritrocitos de varios animais, com ponto isoelétrico
de 4,8 e massa molecular aparente de 41 KDa por filtragdo em gel e subunidade de 10,50 e
12 KDa quando investigada por eletroforese em PAGE-SDS. Takashashi & Katagiri
(1987) apds estudos de variagdo sazonal conduzidos com a mesma espécie de alga,
relataram a presenca de trés diferentes lectinas, sendo a menor delas uma proteina com
massa de 45 KDa, estimada por filtragdo em gel, ponto isoelétrico de 4,7 € permaneceu
presente ao longo de todos os meses de coleta. Esta lectina foi mencionada como sendo
idéntica aquela isolada por Shiomi et al. (1981), enquanto que as duas outras com massas
de 100 e 300 a 400 KDa e pontos isoelétricos idénticos (4,2), foram encontrados apenas nos
meses de dezembro, fevereiro e margo, sendo suas ocorréncias sugeridas como diretamente
relacionadas a fase de vida da alga. Alguns anos depois, Kanoh er a/. (1992), isolaram da
mesma alga uma lectina com 92% de carboidratos em sua estrutura, caracterizada como
uma proteoglicana sulfatada. A aglutinina isolada apresentou massa molecular aparente de
49 KDa por filtragdo em gel, relacionada a duas subunidades de 27 ou 23 KDa por PAGE-
SDS. Procedimentos de focalizagdo isoelétrica revelaram um valor de pl de 3,9.

A lectina monomérica glicoprotéica da alga Gracilaria bursa-pastoris, isolada por
Okamoto et al. (1990), contém em sua estrutura 20% de agucar e € rica em aminoacidos
como glicina, 4cido aspartico e acido glutdmico, com pl de 4,7. Sua massa molecular
aparente foi estimada por filtragdo em gel em 15,50 KDa e por PAGE-SDS em 30 KDa.
Outra lectina de massa molecular maior (150 KDa por filtragdo em gel e 29,70 e 24,90 KDa
por PAGE-SDS), foi isolada também de uma espécie do género Gracilaria conhecida

como G. Tikvahiae. Essa lectina mostrou-se capaz de aglutinar fortemente eritrocitos de
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coelho, sendo inibida em presenga de acido N-acetil-neuraminico, lacto ferrino e fetuina
(Chiles & Bird, 1990 e Dalton er a/., 1995). Em estudos mais recentes, Neves (1999),
isolou de G. Caudata, uma lectina com massa molecular de 10KDa, determinada por
exclusdo molecular em coluna de Superose 12 R.

Estudos de variagdo sazonal da atividade hemaglutinante frente a diferentes eritrocitos
(coelho, galinha e humano do sistema ABO) presente nos extratos das algas marinhas
vermelhas Gracilaria domigensis e Gelidium pusillum revelaram que a lectina de G.
domigensis somente foi detectada no més de junho, enquanto a lectina de G. pusillum foi

observada durante o periodo de fevereiro até junho (Benevides er a/., 1999).

1.3.2. Isolamento e Purificagdo

O progresso das técnicas bioquimicas e de biologia molecular tem permitido a
purificagdo e caracterizagdo de muitas lectinas e muito tem sido esclarecido sobre sua
distribuigdo, biossintese e propriedades moleculares (Rogers, 1994).

O 1solamento de lectinas de algas marinhas inicia-se, geralmente, pela extragdo de
proteinas soluveis do material biolégico, com o uso de solugdes salinas tamponantes. Apds
a obtengdo destes extratos protéicos, essas proteinas soluveis passam por uma série de
etapas que podem se estender desde precipitagdes salinas das mesmas, até o emprego de
varias colunas cromatograficas, sejam elas de troca i6nica, de filtragdo, ou de afinidade.

As cromatografias de troca idnica tém se mostrado de grande utilidade em
procedimentos de purificagdo de lectinas de algas, sendo geralmente utilizada de forma
isolada ou em combinag@o com outros procedimentos cromatograficos.

Ainouz et al. (1995) purificaram as lectinas das algas marinhas vermelhas
Bryothamnion seaforthii e B. triqguetrum com a utilizagdo de procedimentos
cromatograficas de troca i6nica em gel de DEAE-celulose.

A lectina da alga marinha vermelha Ptilota serrata foi purificada pela combinagdo de
processos cromatograficos de troca id6nica em gel de DEAE-Sephacel e exclusdo molecular
em Bio Gel P-100 (Rogers et al., 1990). Benevides ef al. (1996) isolaram a lectina da alga
marinha vermelha Solieria filiformis por cromatografia de troca iénica em gel de DEAE-

celulose, seguida do procedimento cromatografico de afinidade em coluna de Manana-
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Sepharose CL-4B. Kakita et al. (1997) isolaram a lectina da alga marinha vermelha
Gracilaria verrucosa pela combinagdo dos procedimentos cromatograficos de troca idnica
em gel de DEAE-toyopearl 650M e filtragdo em gel em coluna de G3000PWx1.

Recentemente, tem havido uma acentuada tendéncia no uso das cromatografias de
afinidade para a purificagio de lectinas de algas marinhas, tendo em vista a maior
praticidade por estas dispensadas, principalmente no tocante a redugdo do nimero de etapas
de purificagdo e ao fato destas apresentarem uma maior seguranga na pureza do material
obtido. Lectinas de algas tém sido purificadas pelo uso de cromatografias de afinidade
usando o carboidrato ao qual a lectina se liga mais fortemente, acoplado a uma matriz
insoluvel, como a Sepharose 6B (Rogers et al., 1986).

A lectina presente na alga marinha vermelha Gracilaria bursa-pastoris foi isolada por
cromatografia de afinidade em gel preparado pelo acoplamento de manana de levedura ao
“Formyl-Celulofine” (Okamoto et al., 1990). Sampaio et al. (1998b) utilizaram a galactose
presente na goma de guar no processo de isolamento da lectina da alga marinha vermelha
Ptilota filicina. Benevides et al. (1998b) usaram a a-lactose ¢ Costa er al. (1999) utilizaram
a manana de levedura em procedimentos cromatograficos de afinidade para o isolamento de
lectinas presentes nas algas marinhas vermelhas Enantiocladia duperreyi e Amansia
multifida, respectivamente. A lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides foi
purificada por cromatografia de afinidade em gel de a-lactose-agarose, seguida de filtragdo
em gel em Bio Gel P-100 (Benevides ef al., 2001). A aglutinina presente na alga marinha
vermelha Ptilota serrata foi purificada através de um novo procedimento, usando como
unico passo, a cromatografia de afinidade em gel de goma de guar (Sampaio er al., 1997).
Oliveira et al. (2002) isolaram a lectina presente na alga marinha vermelha Prerocladiella

capilacea através do procedimento cromatografico de afinidade em gel de goma de guar.
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais:

Purificar e caracterizar parcialmente a lectina da alga marinha Gracilaria ornata e
avaliar seus aspectos bioquimicos, estruturais e funcionais, tendo em vista o

desenvolvimento de aplicagdes biotecnologicas desta proteina.

2.2. Especificos

- Caracterizar quimicamente a lectina da alga vermelha G. ornata através da
determinagdo da composigdo centesimal e de aminoécidos.

- Detectar ¢ quantificar componentes bioativos (urease, inibidor de tripsina e lectina) em
extratos obtidos da alga vermelha G. ornata.

- Purificar e caracterizar a lectina da alga vermelha G. ornata.

- Avaliar a atividade inseticida em diferentes fragdes protéicas como um possivel

potencial de aplicagdes biotecnologicas.
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3. MATERIAIS
3.1. Algas Marinhas

A alga marinha da espécie G. ornata, foi coletada em ocasido de mar¢ de sizigia (-0,2
a 2,0), presas as rochas da praia do Mucuripe, municipio de Fortaleza, estado do Ceara.
Apds coletada, a alga foi limpa de suas epifitas, lavada, armazenada em sacos plasticos e

congelada a -20° C até a preparagdo dos extratos.

3.2. Animais de Experimentagdo

Camundongos Swiss fémeas (Mus musculus) foram fornecidos de coldnias do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara.
Gorgulhos (Callosobruchos maculatus) foram obtidos de colonias desenvolvidas no

laboratorio de Citogenética, Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.

3.3. Hemacias

- Eritrécitos humanos do sistema ABO, obtidos de doadores sadios, foram fornecidos
pelo Centro de Hemoterapia do Ceara (HEMOCE) da Universidade Federal do Ceara
Entrécitos de coelhos albinos, obtidos de animais adultos e sadios, através do biotério do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara.

- Entrdcitos de galinha, obtidos de animais sadios, criados no Departamento de

Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara.

3.4. Reagentes Quimicos

Acrilamida, N, N-metileno bisacrilamida, albumina sérica bovina (BSA), inibidor de

tripsina da soja tipo Kunitz, tripsina, marcadores de massa molecular, Coomassie Brilliant
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Blue R-250, mucina de porco, apotransferina, asialofetuina, tiroglobulina bovina,
tiroglobulina de porco, foram obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis, USA.
DEAE—Celulose, Dodecil Sulfato de Sédio, Nitrato de Prata e B-mercaptoetanol
foram obtidos da Merck, Darmstadt, Alemanha.
Os reagentes utilizados para analise automatica dos aminoacidos ¢ Sepharose 4B
ativada com brometo de cianogénio foram adquiridos da Pharmacia, Uppsala, Suécia.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos comercialmente.
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4. METODOS
4.1. Analise Elementar
4.1.1. Determinagdo de Cinzas

A determinagdo de cinzas foi realizada segundo a metodologia de A. O. A. C.(1975).
Foram pesados aproximadamente 2g da alga seca em cadinhos de porcelana, previamente
tarados, e submetida a incineragdo em mufla a 550° C por 6 horas. As amostras foram
deixadas em dessecador até atingirem a temperatura ambiente ¢ pesadas. A operagdo de
aquecimento e resfriamento foi repetida até obtengdo do peso constante das amostras
incineradas. O teor de cinzas foi calculado por diferenca entre os pesos inicial e residual e
expresso em porcentagem. As cinzas obtidas foram adicionados 3 mL de uma solugdo de
acido cloridrico 6 M, filtradas em papel de filtro (filtragdo média) e transferidas para um
baldo volumétrico, completando o volume para 100 mL com éagua destilada. A solugdo
cloridrica foi reservada para as determinagdes posteriores de calcio, magnésio fosforo e

ferro.
4.1.2. Determinagdo de Umidade

A metodologia foi realizada de acordo com A. O. A. C.( 1975). Aproximadamente 1g
da amostra foi colocada em pesa-filtros previamente tarados e, depois, colocada para secar
em estufa na temperatura de 105° C durante 12 horas. Quando retirada da estufa foi
colocada no dessecador e pesada. A operagdo de aquecimento e resfriamento foi repetida
até a obtengdo de peso constante. O teor de umidade foi calculado pela diferenga entre os

pesos inicial e final das amostras, sendo este valor expresso em porcentagem.
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4.1.3. Determinagédo de Nitrogénio Total

O Nitrogénio total presente na alga marinha G. ornata foi determinado pelo método
de Kjeldahl (Hiler ef al.,1948).

Para mineralizagdo foram utilizados 1,5 g da amostra previamente seca, a qual
foram adicionados 30 mL de acido sulfurico concentrado € 10 g da mistura catalitica (0,5 g
de sulfato de cobre e 9,5 g de sulfato de sodio). Apos mineralizagdo, a amostra foi diluida
com agua destilada para um volume de 200 mL.

A amostra mineralizada e diluida foi destilada apds a adigdo de 100 mL de NaOH
40% e 1g de zinco em pod. A amonia liberada no decorrer da destilagdo foi coletada em 50
mL de 4cido sulfurico 0,1 M contendo 3 gotas do indicador vermelho de metila. O excesso
de acido sulfurico 0,1 M foi titulado com uma solugdo de NaOH 0,1 M.

Os calculos para determinagdo do teor de proteina bruta (PB) foram realizados

usando-se a férmula;

% PB=YV.0,14. 6,25
PA

Onde:

V=Volume de NaOH 0,1M gasto na titulagdo
PA=Peso da amostra usada na digestdo

4.1.4. Determinagdo de Lipidio Total

Os lipidios totais foram determinados conforme a técnica descrita por Triebold
(1946), usando-se como solvente n-hexana.

Cartuchos de papel de filtro contendo cerca de 1 g de farinha foram colocados em
contato com n-hexana por 8 h, em extratores de Soxhlet acoplados a baldes previamente
desengordurados, secos e tarados. Em seguida, o solvente foi evaporado e os baldes foram

levados para uma estufa regulada a 105° C, por 1 h, sendo resfriados até atingir a
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temperatura ambiente ¢ pesados. Este procedimento foi repetido até obtengdo de pesos
constantes. Os lipidios totais foram determinados pela diferenca dos pesos inicial e final

dos baldes, sendo este valor expresso em percentagem dos pesos secos das amostras.

4.1.5. Determinag@o de Fibra Bruta

O teor de fibra bruta foi determinado de acordo com a metodologia estabelecida pela
A. O. A. C. (1975) e constituiu na pesagem de aproximadamente | g da farinha de alga
marinha previamente delipidada a frio com hexano. O residuo obtido foi transferido
diretamente para um erlenmeyer de 500 mL com auxilio de 200 mL de 4cido sulfirico
(1,25%) previamente aquecido. Esse material foi fervido em refluxo por 30 minutos,
efetuando-se apds este tempo uma filtragdo em papel de filtro qualitativo. O filtrado foi
lavado com 4gua quente, até ndo haver mais reagdo acida (testando com papel indicador de
pH). O residuo contido no papel foi transferido para o mesmo erlenmeyer de 500 mL, com
auxilio de 200 mL de hidréxido de sodio (1,25%) quente, o qual foi submetido a refluxo
por 30 minutos. Em seguida, foi realizada uma segunda filtragdo em papel de filtro
quantitativo (faixa preta), previamente aquecido em estufa a 105°C por 1 hora e pesado. A
seguir, o material foi lavado com 4gua quente até ndo haver reagdo basica (testando com o
papel de pH), e lavado por trés vezes com alcool etilico e duas vezes com éter etilico. O
solvente foi deixado evaporar e o papel contendo o residuo levado para a estufa a 105°C
para secagem total, at¢ obtengdo de peso constante. O papel contendo o residuo foi
colocado em um cadinho de porcelana, previamente tarado, em mufla a 550°C, queimado
em bico de Bunsen e incinerado em mufla a 550 °C, efetuando-se pesagens até a obtengio

de peso constante. O teor de fibras foi determinado pela formula:

%Fibra= F.1

PA

Onde:
F={(P+F+C)-P}-C
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P=peso do papel
F=fibra
C=cinza, conforme determinado no item 4.1.1

PA=peso da amostra

4.1.6. Determinagdo de Vitamina C

Para determinagdo da vitamina C, o método utilizado foi o de Ribeau-Gayon &
Peynaud (1971). O procedimento foi realizado tomando-se uma quantidade conhecida da
farinha da alga, onde foram adicionados 2 mL de acido sulfurico (H,SOs) 2 M, 1 mL de
10deto de potassio (KI) 10%, 1 mL de amido 1% e 50 mL de agua destilada. A titulagdo foi
feita com iodato de potassio (KIO3;) 0,1 M. Os célculos para determinagdo do teor de

vitamina C na amostra foram realizados usando-se a féormula:

Vit. C (mg/100)= V.8.,8.100
PA

Onde:

V = volume de KIO; 0,1 M gasto na titulagdo
8,8 = mg de acido ascorbico que reage com 1mL KIO; 0,1 M
PA = peso da amostra utilizada na determinag@o

4.1.7. Determinagdo de Célcio

A determinagdo de calcio, foi obtida usando a metodologia segundo A. O: A. C.
(1975). Foram pipetados 25 mL da solugdo cloridrica (item 4.1.1) em um erlenmeyer € a
esta foi adicionado 20 mL da solugdo de molibdato de amoénio 6% e 5 mL de acido
cloridrico 10%. Em seguida, a mistura foi levada para uma chapa aquecedora a 60° C,

deixada em repouso até atingir a temperatura ambiente e filtrada em papel de filtro faixa
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azul.Ao filtrado recolhido em erlenmeyer, adicionou-se 20 mL de solugdo tampdo pH 10,0
para elevar o pH da solugdo que passou de uma coloragdo levemente amarela para incolor.
Acrescentou-se 20 mL de NaOH 4 M, 5 mL de KCN 0,1 M e 5 mL de trietanolamina 20%.
O volume da solug@o foi elevado até aproximadamente 300 mL com agua destilada e, em
seguida, foi adicionado pequena por¢do de indicador Calcon, sendo a titulagdo realizada
com EDTA 0,02 M até a passagem da cor vermelha para azul intenso. O calculo para a

determinag@o em equivalente grama do cdlcio,foi realizado usando-se a férmula:

%Ca=V.F.M. 100
P.100

Onde:

F = fator da solugdo de EDTA

V = volume de EDTA gasto na titulagdo
P = peso referente a aliquota

M=0,02

4.1.8. Determinagdo de Fosforo

A metodologia utilizada foi de acordo com A. O. A. C. (1975), que consiste na
transferéncia para um baldo volumétrico (50 mL) ou mais (dependendo da amostra) da
solugdo cloridrica (item 4.1.1). A esta solugdo foram adicionados 1 mL de hidroxido de
amoénio (1:1, p/v), 2 mL de acido nitrico (1:2) e 20 mL de solugdo de molibdato de
vanadato de aménio (molibdato de aménio 2% e vanadato de amonio 0,1%). Para a solugdo
de referéncia foram adicionados os reagentes, mencionados acima, com excegdo da
amostra. A leitura foi feita ap6s 30 minutos em espectrofotometro (Femto 432) a 470 nm e
os resultados comparados a uma curva padrdo obtida a partir de solugdes padrdes de

fosforo.
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4.1.9. Determinagdo de Ferro

O método utilizado foi de acordo com A. O. A. C. (1975). A determinagédo foi feita
tomando-se 10 mL da solugdo cloridrica (descrita no item 4.1.1) para um baldo volumétrico
de 50 mL, sendo adicionados 1 mL de HCIl concentrado, 1 mL de cloridrato de
hidroxilamina 10%, 5 mL de acetato de aménio 3M e 2 mL da solugdo de fenantrolina
0,1%. O volume foi completado com agua destilada para 50 mL e a leitura de absorbancia
feita em espectrofotometro a 510 nm (Femto 432), sendo o resultado comparado a uma

curva padrdo obtida a partir da solugdo padrdo de ferro.

4.1.10. Determinagdo de Magnésio

Para a determinagdo de magnésio foi utilizado o método de acordo com A. O. A. C.
(1975), foram pipetados 20 mL da solugdo cloridrica (item 4.1.1) e a esta foram
adicionados 20 mL da solugdo de molibdato de amdnio 6%, 5 mL de acido cloridrico 10%,
sendo a mistura levada para uma chapa aquecedora a 60° C . Em seguida, a mistura foi
deixada em repouso até atingir a temperatura ambiente e filtrada em papel de filtro faixa
azul. Ao filtrado foram adicionados 20 mL de uma solugdo tamp@o constituida de hidroxido
de amonio (NH4OH) 11,4 M e cloreto de aménio (NH4Cl) 1,2 M, pH 10, para elevar o pH
da solugdo, cuja coloragdo passou de levemente amarela para incolor. Foram, entdo,
adicionados 5 mL de KCN 0,1 M, 5 mL de trietanolamina 20% e 5 gotas de eriocromo
negro T como indicador. A titulagdo foi realizada com EDTA 0,02 M até viragem de cor

vermelha para azul.

%Mg = (V-V) . F. M. 24. 100
P. 100

Onde:

F = fator da solug@o de EDTA
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V’ = volume de EDTA gasto na titulagdo

V = volume de EDTA gasto na titulag@o de célcio
P = peso referente a aliquota

M=0,02

4.1.11. Determinag@o do Valor Calérico Total

Os valores obtidos de carboidrato (C), proteinas (P) e lipidios (L) para a alga marinha
G. ornata foram utilizados para determinagdo do valor calérico total, utilizando-se a

férmula descrita abaixo (Fae, 1985):

(Cx4)+ (P x4)+ (L x9)=VALOR CALORICO TOTAL
4.2. Extragdo de Proteinas da Alga G. ornata
4.2.1. Preparagdo do Extrato Total

A farinha da alga G. ornata obtida por maceragdo em Nitrogénio liquido foi
submetida a extragdo em tampdo Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 (TB), durante 4 horas sob
agitagdo constante. Apds o tempo de contato, 0 homogenato foi filtrado em tecido de nylon
em seguida centrifugado a 6000 x g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido apds
centrifugacdo do extrato total, foi usado para obteng@o da F0/70, determinag@o dos teores

de proteinas e da atividade hemaglutinante.
4.2.2. Dosagem de Proteinas Soluveis
O teor de proteinas soluveis foi determinado seguindo o método descrito por Bradford

(1976). As absorbancias foram lidas a 595 nm em espectrofotometro Pharmacia LKB —

Ultrospec III. A concentragdo de proteinas foi estimada com relagdo a uma curva padrdo
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obtida com albumina sérica bovina. A medida de absorbancia a 280 nm foi utilizada para

determinagdo do teor de proteinas nos eluados das colunas cromatograficas.

4.3 Detecgdo e Quantificagdo de Componentes Bioativos

4.3.1. Determinagdo da Atividade Hemaglutinante

A atividade hemaglutinante no extrato total e nas fragdes obtidas durante o processo
de purificagdo da lectina de G. ornata, foi determinada através de diluigdes seriadas (1/2,
1/4, 1/8,...) das amostras em tubos de ensaio contendo suspensdo dos eritrocitos a 2%
testados (tratados com tripsina ou bromelaina na proporg¢do de 0,1 mg /10 mL da suspensdo
de eritrocitos) e a reagdo foi mantida a 37°C por 30 minutos, seguida de repouso por mais
30 minutos a temperatura ambiente (25°C) como descrito por Ainouz e al. (1992). O
material foi entdo submetido a centrifugagdo a 2.000 x g, por 30 segundos. A
hemaglutinagdo foi observada macroscopicamente e expressa em unidade de

hemaglutinagdo por mL (UH/mL).
4.3.2. Inibidor de Tripsina

Para a determinagdo do inibidor de tripsina foi utilizada a técnica originalmente
descrita por Kakade com algumas modificagdes (Hamerstrand ez al., 1981). A farinha da
alga G. ornata fo1 suspensa em 1 mL de NaOH 0,01 N, deixada sob agitagdo constante por
3 horas a temperatura ambiente e, em seguida, em repouso por 30 minutos. Apos esse
tempo, foram retiradas aliquotas de 0,5 mL dos sobrenadantes, que foram misturadas com
0,5 mL de NaOH 0,01 N. As solugdes resultantes foram centrifugadas a 14.000 x g, por 5
minutos. Apds centrifugag¢do, aliquotas de 0,1 mL dessas solugdes foram retiradas e
incubadas a 37° C em um meio de reagdo que consistia de 1,6 mL de Tris-HCI 50 mM, pH
8,2, contendo CaCl, 20 mM, 0,1 mL de tripsina (solugd@o estoque de 0,4 mg em 10 mL de
HCI 0,001 N) e o substrato a-N-Benzoyl-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA). A reag@o
foi interrompida com 0,2 mL de acido acético 30% (v/v) e a leitura feita a 410 nm. Os
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resultados foram calculados considerando a curva obtida com inibidor de tripsina tipo
Kunitz de soja padrdo (SBTi) e expressos como a quantidade em mg de tripsina inibida
(UI) por g de farinha.

Para dissolugdo de 10 mg do BAPNA foram usados, primeiramente, 0,5 mL de
dimetilsulféxido que, por sua vez, foi agitado em vortex até¢ a completa dissolugdo do
substrato. Em seguida, o volume foi completado para 1 mL com agua milli-Q, sendo esta

solugdo novamente agitada e usada imediatamente.

4.3.3.Urease

A determinagdo da atividade ureésica foi feita como descrito por Kaplan (1969),
com algumas modificagdes (Vasconcelos et al., 1997). Aliquota de 0,1 mL de uma solugdo
de uréia 500mM foi misturada com 0,7mL de EDTA 2% tamponado com tampao fosfato de
sédio 20mM, pH6,5. Apds adigdo de 0,2mL do extrato bruto (preparado com tampdo TB,
usando o mesmo protocolo previamente descrito), a mistura foi incubada a 37°C, por
15min. A seguir, foram adicionados a mistura ImL da solugdo A (62g de fenol + 0,25g de
nitroprussiato de s6dio/L) e ImL da solugdo B (43mL de hipoclorito de sodio 5,25% + 20g
de hidroxido de sédio/L), sendo, entdo, deixada a 37°C por mais Smin. Passado esse tempo,
foram adicionados 7mL de dgua deionizada aos tubos, sendo estes cobertos com parafilme
e agitados vigorosamente. As leituras das absorbéncias foram feitas a 625nm e a atividade
enzimatica foi avaliada em relagdo a uma curva obtida com urease comercial (Sigma
41H7008-870.000 U/g).

4.3.4 Atividade Toéxica da Lectina

A avaliagdo da toxicidade foi feita em camundongos swiss fémeas pesando entre 18 e
20 g, através da via intravenosa. Neste ensaio foram usadas 6 doses, sendo que uma delas
correspondia a menor quantidade de proteina ainda capaz de causar 100% de letalidade e
uma outra que continha a maior quantidade de proteina incapaz de induzir toxicidade

aguda. As outras quatro doses intermedidrias encerravam teores que causavam a letalidade
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dos animais no intervalo de 0 a 100%. Para cada dose, foram usados, no minimo, 6 animais
relacionando a dose com o peso (Litchfield & Wilcoxon, 1949). A existéncia de atividade
toxica foi considerada quando se observou mortalidade em camundongo no periodo de até
30 minutos, apds injegdo intravenosa, da amostra testada. Uma unidade DLs, (Vasconcelos
et al., 1994) foi definida como a quantidade de proteina (em g/ kg de peso corporeo) capaz

de causar convulsdo e morte em 50% dos animais testados.

4 4. Purificagdo da Lectina de G.ornata

4.4.1. Precipitagdo das Proteinas do Extrato Total com Sulfato de Aménio

A precipitagdo de proteinas com sulfato de amonio até 70% de saturagdo deu-se a
partir do extrato total, obtido de acordo com o item 4.2.1. O material foi deixado em
contato por um periodo de 4 horas e, em seguida, centrifugado a 6.000 x g durante 30
minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspenso em tampdo
TB e dialisado exaustivamente contra agua. Apds a didlise o material (F0/70) foi
empregado para dar continuidade aos procedimentos de purificagdo da lectina. O esquema

geral de isolamento esta representado na Figura 1.

4.4.2. Cromatografia de Troca I6nica em Coluna de DEAE - Celulose

A FO0/70 da alga G. ornata obtida por precipitagio com sulfato de amonio, foi
submetida & cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-Celulose. A coluna
medindo 13,5 x 1,6 cm foi montada deixando-se o gel sedimentar por gravidade e, em
seguida, equilibrada com tampdo Tris-HCl 25 mM, pH 7,5 (TB). A F0/70, previamente
dialisada contra tampdo de equilibrio, foi aplicada a coluna e, apds a eluigdo da fragdo ndo
adsorvida a matriz (PI-DEAE), uma segunda fragdo (PII-DEAE) foi eluida através da
aplicagdo de tampdo TB contendo NaCl 0,5 M. Durante a cromatografia, foi mantido um

fluxo constante de 30 mL/hora, coletadas fragdes de 3 mL/tubo e as absorbancias medidas a
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ALGA FRESCA

Tampdo Tris-HCI , 25 mM, pH
Agitagdo por 4 horas
Filtragio em tecido de nylon

7,5(1:3,p/v)

Centrifugacdo (6.000 x g, 4°C ,30 minutos)

[ I
Precipitado Sobrenadante
(Descartado) (Extrato Bruto)
(NH,4),SO;4 até 70%
Contato por 4 horas
Centrifugagdo (6.000 x g, 4°C ,30 minutos)
[ ]
Precipitado Sobrenadante
(Descartado)

Ressuspendido com Tampdo )
Tris-HCI 25mM, pH 7,5, Dialisado -Agua
-Tris-HCI 25mM, pH 7,5

Cromatografia de Troca Ionica em Coluna de DEAE-Celulose

PI PII
(Lectina)

Cromatografia de Afinidade em Coluna de Mucina-Sepharose 4B

PI

PII-Eletroforese

Figura 01-Esquema de extragdo e purificagdo da lectina presente na alga marinha G.ornata.
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280 nm (espectrofotometro Pharmacia LKB — Ultrospec I1I). As fragdes ativas obtidas (PI
e PII-DEAE) foram dialisadas contra dagua, concentradas por liofilizagdo parcial e
novamente dialisadas contra o tampdo de extragdo e usadas para a dosagem de proteinas e

determinagdo da atividade hemaglutinante.
4.4 3.Cromatografia de Afinidade em coluna de Mucina-Sepharose 4B

A preparagdo do gel de mucina-Sepharose 4B foi realizada fazendo-se o acoplamento da
glicoproteina mucina a matriz de Sepharose 4B ativada com Brometo de Cianogénio, em
uma propor¢do de 1,0g da Sepharose 4B ativada para 2,0mg da glicoproteina. Inicialmente,
lavou-se o gel com HCl 1mM (aproximadamente 200 mL/ g de gel) e em seguida lavou-se
com tampdo de acoplamento (NaHCO; 0,1M, pH 8,3, contendo NaCl 0,5M) na relagdo de
1:5 ( g de sepharose 4B seca /mL de tampdo). Posteriormente, adicionou-se a
glicoproteina dissolvida no tampéo de acoplamento na proporgdo 1:2, v/v (1 mL do gel
hidratado de sepharose 4B/2 mL do ligante dissolvido em tampdo de acoplamento) ao gel
de Sepharose 4B. O material permaneceu em contato por 16 horas no misturador a 4°C.
Apoés este periodo, o excesso de mucina, ndo acoplado a matriz de Sepharose 4B, foi
retirado através de sucessivas lavagens com o tampdo de acoplamento e 0s grupos ativos
ndo preenchidos foram bloqueados lavando-se o gel com o tampéo glicina-HCl1 0,2 M, pH
8, contendo NaCl 0,15 M por 2 horas a temperatura ambiente. O excesso de ligante foi
retirado através do tratamento do gel com trés ciclos alternados de pH, utilizando-se dessa
forma, os tampdes de acoplamento (pH basico) e o acetato de sodio 0,1 M, pH 4,0 contendo
NaCl 0,15 M (4cido). A coluna foi montada através da sedimentagdo do gel por gravidade e
equilibrada com tamp@o Tris-HCI, 25 mM, pH 7,5, contendo NaCl 0,15 M. A F0/70 apds
didlise com o mesmo tampdo de equilibrio foi aplicada & coluna a um fluxo constante de 36
mL/h (3 mL/tubo). A coluna foi lavada com o tampéo de equilibrio para eluigdo da fragdo
ndo retida. O material retido foi eluido com uréia 4 M. As fragdes protéicas foram lidas a
280 nm (espectrofotometro LKB - Ultraspec III) e os picos obtidos dialisados
exaustivamente contra dgua e concentrados parcialmente por liofilizagdo. Os picos apds

concentragdo por liofilizagdo foram novamente dialisados (Tris-HCI) e usados para
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dosagem de proteinas e determinagdo da U.H e da atividade toxica por via intravenosa (1v.)

em camundongos.
4.5. Caracterizagdo da Lectina de G. ornata
4.5.1. Termoestabilidade da Atividade Hemaglutinante

A estabilidade térmica da atividade hemaglutinante da lectina purificada de G. ornata
foi determinada pela incubagdo de aliquotas da amostra em banho-maria as temperaturas de
50, 70 e 90° C. Nos intervalos de 10, 20 e 30 minutos, aliquotas de 3 mL foram retiradas,
centrifugadas e submetidas a dosagem de proteinas e de atividade hemaglutinante.

Na determinagdo do AG’ de ativagdo do processo de desnaturagdo foi calculada,
inicialmente, a constante de velocidade da reagdo (K;), determinada através da inclinagdo

da reta obtida de acordo com a expressao:
K; xT=-In A /A

Sendo:
A — atividade hemaglutinante residual,
A, — atividade hemaglutinante inicial,

T — tempo em segundos.

A constante de velocidade da reagdo esta relacionada com a energia livre padrdo do

estado ativado pela formula (Dawes, 1979):
AG’=RT xIn kT /k; h

Onde:
R — constante dos gases (1,9869 atm . °K . mol ™),
T - temperatura absoluta (°K),
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k — constante de Boltezmann (1,37 x 10 -16 ergs . °K ™)
k, — velocidade da reagédo,
h — constante de Planck (6,25 x 10 =5 ergs . Seg 1

4.5.2. Ensaio de Inibi¢do da Atividade Hemaglutinante

Para os ensaios de inibigdo da atividade hemaglutinante, aliquotas de 100 uL do PII
da Mucina (lectina) foram pipetadas em tubos de ensaio contendo igual volume de solugdes
diluidas em série (1/2, 1/4, 1/8,...) a partir de solugdes estoques de aglcares simples na
concentragdo de 0,1 M e glicoproteinas encerrando 5 mg/mL. Os tubos permaneceram 60
minutos & temperatura ambiente e apds este periodo foram adicionados 200 uL de uma
suspensdo de eritrécitos de coelho tratados com tripsina e diluidos a 2%, deixados em
repouso por 60 minutos a temperatura ambiente e, finalmente centrifugados a 2000 x g por
30 segundos. A especificidade da lectina foi determinada observando-se os agucares ou
glicoproteinas capazes de inibir a atividade hemaglutinante e os resultados expressos com
base na concentragdo minima do composto que ainda foi capaz de causar inibiggo.

A técnica para o tratamento enzimatico dos eritrdcitos foi estabelecida por Lis &
Sharon (1972). Primeiramente, amostras de 1 mL de sangue foram lavadas trés vezes com
NaCl 150 mM e, em seguida, adicionada tripsina na relagdo de 0,1 mg de enzima para 10
mL da suspensdo de eritrocitos. A suspensdo foi deixada em repouso por 1 hora, 4°C, sob
agitagdo ocasional, e centrifugada a 3000 x g, por 5 minutos. Os eritrocitos foram
novamente lavados (6 vezes) com NaCl 150 mM e o “pellet” de células resultante suspenso

em um volume de NaCl 150 mM para obteng@o de hemacias a 2%.
4.5.3. Efeitos de Cations Divalentes na Atividade Hemaglutinante
Amostras do extrato total foram submetidas a desmetalizag@o através de dialise contra

EDTA 5mM, por 18 horas a 4°C. Aliquotas do extrato dialisado foram utilizadas em

ensaios de hemaglutinagdo, na auséncia e presenga de Ca ** ¢ Mn"? ambos a 5 mM. Os
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resultados foram comparados com um controle, onde o extrato bruto ndo havia sido

dialisado contra EDTA.

4.5.4. Espectro de Absor¢do

O espectro de absor¢do no infravermelho da lectina foi realizado na faixa de
comprimento de onda entre 200 a 400 nm em intervalos de 20 nm, utilizando-se um
espectrofotometro Pharmacia LKB — Ultrospec III de duplo feixe. A solugdo de lectina
empregada (PII-Mucina) encerrava uma concentragdo de 1 mg de proteina/mL de agua
destilada. Durante o processo de leitura das absorbancias o espectrofotometro foi zerado a

cada mudanga no comprimento de onda, utilizando como referéncia a dgua.

4.5.5. Composigdo de Aminoacidos

A analise da composi¢édo de aminoéacidos da lectina de G. ornata, foi determinada
com o auxilio de um analisador de aminoécidos do tipo Biocrom 20 Pharmacia LKB. Apés
hidrdlise da amostra em ampola selada sob atmosfera de Nitrogénio em presenga de HCI 6
M contendo 1% de fenol (m:v) a 110° C por 24 horas. A ampola foi aberta e 0 HCI e fendis
eliminados sob pressdo reduzida em presenga de P,0,, seguido de lavagens sucessivas com
agua Mille Q. A amostra apds secagem foi redissolvida em tampdo citrato de sodio pH 2,2 ,
filtrada em membrana de 45um (millepore) e submetida a analise de aminoacidos. Os
aminiacidos foram determinadospelo método Spackman et al. (1958), modificado e
adaptado para o uso do sistema Biochron 20 da Pharmacia LKB. O triptofano foi
determinado segundo a metodologia descrita por Goodwin e Morton (1964), modificado
por Beaven e Holiday e descrito por Moreira & Perrone (1977). Apds a incorporagdo de
NaOH 0,1 M na amostra, suas absorbancias foram determinadas nos comprimentos de onda
de 280 e 294 nm, utilizando-se um espectrofotometro Pharmacia LKB — Ultrospec. O teor
de triptofano foi determinado pela equagdo abaixo, utilisando-se o valor de tirosina obtido

pela cromatografia de aminoacidos no sistema Biochrom 20.
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M’Iy,/MTrp = (0,592 X Az94 — 0,263 X Am)/ (0,263 X Azgo == 0,1 70 x A294 )
4.5.6. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Presenca de SDS e $-Mercaptoetanol

O PII da Mucina foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga
de SDS e B-Mercaptoetanol, segundo o método descrito por Laemmli (1970) adaptado para
o uso em sistema Multiphor Eletrophoresis II Pharmacia LKB 2117.

Para a montagem das placas, foi usado um gel de concentragdo (3,95% de
poliacrilamida em tampéo Tris-HCI 3 x 10° mM, pH 8,8) e um gel de separagdo (acrilamida
12,5% dissolvida em tampdo Tris-HCl 3 x 10’ mM, pH 8,8). As amostras liofilizadas
foram dissolvidas em tampdo Tris-HCl 10mM, pH8,8, contendo glicerol a 26%, SDS 1%,
B-Mercaptoetanol 10% e azul de bromofenol. Em seguida, a amostra foi incubada a 100°C
por 10 minutos. Aliquotas de 20 uL foram aplicadas em pogos previamente feitos no gel de
concentragdo. A corrida eletroforética conduzida a uma corrente constante de 40 mA por
um periodo de aproximadamente 180 minutos. As bandas protéicas obtidas, foram
reveladas mediante coramento com solugdo Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,25% em
metanol, acido acético e agua (4:0,7:5,3,v/v/v) por um periodo de 18 horas. O
descoramento foi realizado em uma solugdo de metanol, acido acético ¢ agua (3,5:1:8,0,
v/v/v). Proteinas de massas moleculares conhecidas: albumina sérica bovina (67,0 KDa),
ovalbumina (45,0 KDa), gliceraldeido-3-P-desidrogenase (36,0 KDa), anidrase carbonica
(29,0 KDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 KDa) e a-lactoalbumina (14,2 KDa), foram

usadas como marcadores de massa molecular.
4.5.7. Dosagem de Carboidratos Soluveis

A técnica descrita por Dubois er al. (1956) foi empregada para determinagdo de
carboidratos na lectina purificada de G. ornata. As absorbancias foram lidas a 490 nm em

espectrofotometro Pharmacia LKB — Ultrospec I1I. A concentragdo de carboidratos soliveis

foi estimada com relagdo a uma curva padrdo obtida com glicose.
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4.5.8. Analise da Identificagdo de Carboidratos em Sistema Descendente de Papel

A analise da identificagdo de carboidratos estruturais na lectina de G. ornata por
cromatografia em sistema descendente de papel foi realizada segundo a metodologia
descrita por Trevelyan et al. (1950). A glicoproteina [lectina] (3 mg/ 300 uL de H,O), foi
submetida a hidrélise acida por 2 h . Em seguida o residuo resultante da hidrolise foi lavado
com agua destilada e colocado para secagem em dessecador contendo pastilhas de NaOH.
A cromatografia do hidrolisado foi realizada em papel Whatman N° 1 utilizando o sistema
de solvente: Butanol:piridina:agua (5:3:1,v/v/v) e em seguida submetido a revelagdo com

Nitrato de prata.

4.5.9. Determinagdo da Massa Molecular por Cromatografia de Filtragdo em Gel em
Coluna de Sephadex G-100

O PII da Mucina foi submetido a determinagio da massa molecular da proteina na
forma nativa por cromatografia de filtragdio em gel em coluna de Sephadex G-100. A
coluna medindo 64,5 x 1,3 cm foi montada deixando-se o gel sedimentar por gravidade e,
em seguida, equilibrada com tampdo TB contendo NaCl 0,15 M. Para aplicagdo da amostra
(PII-Mucina) na matriz cromatografica, fez-se uso de 1,5 mg de proteina ressuspendida e
eluida no mesmo tampéo de equilibrio da coluna. Durante todo o processo manteve-se um
fluxo constante de 24 mL por hora, sendo coletadas fragdes de 2 mL que tiveram suas
absorbancias monitoradas a 280 nm. Na calibrag@o prévia da coluna foram utilizados os
seguintes padrdes protéicos: ovalbumina (45 KDa), anidrase carbonica (29 KDa) e

ribonuclease (13,70 KDa).
4.5.10. Eletroforese Bidimensional da Lectina de G. ornata

A lectina purificada de G. ornata foi submetida a eletroforese bidimensional ,
seguindo a metodologia descrita por Sousa (1999) para determinagdo do seu ponto

isoelétrico. A focalizagdo isoelétrica da lectina (1° dimensdo-horizontal), foi realizada
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utilizando-se uma tira de gel de poliacrilamida (IPG) contendo um gradiente de pH
imobilizado ( pH variando de 3 a 10 )e de comprimento 110,0 x 3,0 x 0,5 mm (Pharmacia) .
No experimento de eletroforese (2° dimensdo-vertical) foi utilizado um gel de separagdo
contendo 15% do mondmero de poliacrilamida. Para a focalizagdo isoelétrica foi realizada
a reidratagdo prévia da tira de IPG através da adigdo da solugdo de reidratagdo (Uréia 7M,
Tiouréia 2M, DTT 65mM, Triton X-100 1%, Pharmalyt 3-10 0,5%, tragos de Azul de
Bromofenol). Em seguida 200 pL da solugdo de lectina (Img/250 pL da solugdo de
reidratagdo) foram colocados em contato com o gel da tira de [PG na cuba do sistema de
Reswelling Tray (Pharmacia) que foi posteriormente coberto com 500uL de 6leo mineral a
fim de evitar a cristalizagdo da uréia e incubado “over night”. Passado este periodo, a tira
de IPG foi removida da cuba e lavada com agua milli-Q para eliminar o excesso do 6leo
mineral. A focalizagdo isoelétrica da lectina (corrida em 1° dimensdo - horizontal) foi entdo
realizada no gel de IPG utilizando-se o sistema Multiphor II (Pharmacia) onde, foi
inicialmente aplicada uma voltagem de 300V/2mA por 1 minuto, seguida de uma voltagem
de 3500V/2mA por 4 horas. Apés a corrida de focalizagdo isoelétrica a tira de IPG foi
removida do sistema, equilibrada com uma solugdo de equilibrio (Tris-HCI 50 mM, pH 8,8,
glicerol 30% uréia 6M, SDS 2% e tragos de azul de bromofenol) contendo DTT (19,2
mg/mL), por 15 minutos para a manuteng¢do da lectina focalizada na forma desnaturada. A
tira de IPG foi entdo colocada sobre o gel de poliacrilamida a 15% para a transferéncia da
lectina focalizada e corrida eletroforética em 2° dimensdo(vertical) que foi iniciada a uma
voltagem de 500V/10mA durante 15 minutos e seguida de uma voltagem de 500V/20mA
por mais 4,30 horas. Apds a corrida eletroforética o gel foi removido da placa e a lectina

revelada mediante o tratamento com Coomassie R-250.
4.6. Avaliagio Histologica dos Efeitos da Lectina nos Orgios de Camundongos
A avaliagd@o histoldgica dos efeitos da lectina quando injetada por via intravenosa

(iv.) em camundongos foi realizada segundo a metodologia de Junqueira & Junqueira

(1983) cujas etapas sdo descrita a seguir.
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Os fragmentos de cada orgdo (figado, rins, coragdo, estomago, bago € intestino)
foram cortados em cubos de 1 cm e logo ap6s foram imersos em formol tamponado a 10%.
Os blocos produzidos foram seccionados numa espessura de 5 um e submetidos a coloragéo
com Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas confeccionadas foram examinadas ao
microscopio Otico para observagdo dos parametros histologicos, em objetiva de X100 e

X400.
4.7. Avaliagdo da Atividade Inseticida

4.7.1. Avaliagdo da Atividade Inseticida do Extrato Bruto, FO/70 ¢ PII-DEAE, da Alga G.

ornata

Os experimentos para a avaliagdo da atividade inseticida da alga G. ornata contra
gorgulho (C. maculatus) foram conduzidos com o extrato bruto, a F0/70 e o PII da DEAE,

usando-se 0 seguinte procedimento experimental.
1° ETAPA: Obteng#o e produgdo dos insetos

Os insetos foram obtidos da variedade comercial de feijdo-de-corda [Vigna
unguiculata (L.) Walp ] adquiridas em Fortaleza - CE, sendo classificado como C.
maculatus. No laboratério, os insetos foram mantidos em sementes de feijdo-de-corda,
dentro de recipientes de vidro vedados com um tecido poroso, acondicionados em camara

de crescimento do tipo BOD, a 27° C £ 1° C, fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro e

umidade relativa do ar em torno de 80% (Figura 2).

2° ETAPA: Preparagdo da farinha

Sementes de feijdo-de-corda (EPACE-10) foram selecionadas de modo que
apresentassem tegumentos integros, livres de injuria fisica ou mecanica e -ausentes de

vestigios visiveis de contato com insetos ou microorganismos (ovos, orificios ou outros
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sinais tipicos). Para obten¢do da farinha, as sementes, livres de tegumentos, foram

trituradas em um processador e pulverizadas com auxilio de um pistilo.

3* ETAPA : Ensaio biologico

Para o ensaio de avaliagdo da atividade inseticida (toxicidade), sementes artificiais
foram preparadas contendo farinha de feijdo-de-corda (dieta padrdo);farinha de feijdo de
corda contendo extrato bruto, F0/70 e PII-DEAE da alga liofilizados (dietas
experimentais). As amostras testes homogeinizadas com a farinha de feijdo de corda foram
usadas nas concentragdes de 0,1, 0,25, 0,5 , 1,0 e 2,5%(p/p). No grupo controle, assim
como nos grupos experimentais, foram utilizadas 3 repetigdes, cada uma constituida de 10
sementes artificiais. Apds pesagem, as sementes foram mantidas em recipientes de plastico
com tampas perfuradas e acondicionadas em cdmara de crescimento (Figura 2). As
condi¢des de ensaio (fotoperiodo, temperatura € umidade relativa do ar) foram as mesmas
descritas anteriormente.

Dois a trés dias apdés a emergéncia dos insetos, as fémeas foram separadas dos
machos por um periodo de 24 horas e postas para infestar as sementes artificiais (2 fémeas
para cada grupo de 10 sementes). Em todos os tratamentos foram comparados os seguintes
parametros: percentagem de emergéncia das larvas; sobrevivéncia larval; peso médio dos
adultos recém-emergidos e tempo médio do ciclo (ovo a adulto). As larvas que eclodiram

das sementes foram contadas e pesadas diariamente.
4.8. Analise Estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e a significancia das

diferencas entre as médias determinadas pelo teste de Tukey, usando o programa

MSTATC.

Yaskara F.M.Marques Leite




50

Materiais e Métodos

b v @ |

Flgura 02 — Avaliagdo da atividade inseticida das fragdes ( Extrato bruto, F0/70 e PII —
DEAE) para Callosobruchus maculatus (gorgulho). (A) Manutengdo dos
insetos em sementes de feijdo-de-corda; (B) Acondicionamento das sementes
e insetos; (C) Infestag@o das sementes artificiais com gorgulho e (D) Sementes
artificiais contendo as amostras testadas € ovoposigao .
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.Caracterizagdo da Alga Marinha G. ornata.

De acordo com Schnetter (1979), a Alga marinha G. ornata, pertence a divisdo
Rhodophyta, ordem Gracilariales, familia Gracilariaceae e género Gracilaria. Esta espécie
apresenta-se com um tamanho médio de 12 cm, fixada ao substrato rochoso por um
pequeno gancho discoidal. Sua colorag@o tem forte tendéncia a cor purpura e sua forma €

composta por varias ramificagdes (Figura 3).

5.2. Composigdo Quimica

A Tabela 1 mostra a analise da composi¢gdo quimica elementar (cinzas, proteinas,
lipidio, carboidratos, fibra ¢ minerais) da alga G. ornata. Através dos dados obtidos,
verifica-se que houve uma variag#o significativa nos teores de cada constituinte. Dentre os
teores de umidade, cinzas, proteinas, lipideos, carboidratos totais e fibras, pode-se destacar
os elevados teores de umidade (63,40%), carboidratos totais (45,61%) e proteinas
(17,50%). Valores menores foram encontrados para cinzas (3,50%), fibra (2,50%) e lipidio
(0,89%). Estes resultados estdio de acordo com os valores obtidos por Benevides et
al.(1998a), quando analisaram diferentes espécies de algas marinhas no litoral cearense
pertencentes a divisdo Rodophyta, sendo que estes componentes quimicos podem sofrer
alteragdes nas suas concentragdes dependendo das variagdes sazonais ocorridas no meio.
Benevides er al.(1999), observaram que os niveis de cinzas, carboidratos , lipidio e
proteinas soliveis apresentaram variagdes especificas ao longo do ano para as espécies
estudadas G. domigensis e Gelidium pusillum e Zavodnick (1987) observou este mesmo
comportamento para as espécies Ulva rigida e Porphyra leucosticta. Dentre 0s minerais
analisados a partir das cinzas, o calcio € o magnésio apresentaram-se em maiores
proporgdes (0,82% e 0,15% respectivamente). Esses teores sdo concordantes com o0s
obtidos por Pereira (2000) para a alga verde Ulva fasciata. Com relagdo ao teor de vitamina

C foi obtida uma concentragdo de 17,40 mg/ 100g concentragdo € considerada baixa
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Figura 03: Alga marinha vermelha G. ornata ( Schnetter)
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Tabela 01- Analise da composi¢do quimica elementar da alga marinha Gracilaria ornata

Constituinte Teor na amostra %
Umidade 63,40
Base Seca
Cinzas 3,50
* Proteina Total 17,50
Lipidio 0,89
** Carboidrato Total 45,61
Fibra 2,50
Minerais nas cinzas
Calcio ' 0,82
Magnésio 0,15
Fésforo 0,11
Ferro (mg/100g da amostra) 24,80
Vitamina C 17,40

(mg/ 100g de amostra)
Valor Caldrico total (Kcal / 100g) 380,45

* Nitrogénio total x 6,25
** Obtido por diferenga
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quando comparada com a obtida por Pereira (2000) para a alga que U. fasciata que foi

considerada uma rica fonte de vitamina C (166 mg/ 100g de alga).
5.3. Atividade Hemaglutinante

O extrato bruto da alga G. ornata foi submetido a determinagdo da atividade
hemaglutinante usando-se eritrocitos a 2% (humano sistema ABO, coelho e galinha)
nativos e tratados enzimaticamente com as enzimas tripsina e bromelaina. Os eritrocitos de
galinha e coelhos tratados com tripsina foram os que apresentaram maior sensibilidade a
aglutinagdo e com a mesma intensidade (64 UH/mL), os eritrocitos de coelho tratados
enzimaticamente com tripsina passaram a ser utilizados nos ensaios posteriores de
atividade hemaglutinante (Tabela 2). Em se tratando de lectinas de algas marinhas em
geral, estas sdo mais sensiveis a aglutinagdo por eritrocitos de coelho, principalmente
quando tratados com enzimas proteoliticas (Ainouz ef a/., 1992; Silveira, 2001). Entretanto,
varias especies de algas marinhas aglutinaram preferencialmente eritrocitos humanos do
grupo "O", como a lectina da alga marinha verde Ulva fasciata (Pereira , 2000) e as
lectinas das algas marinhas vermelhas, Enantiocladia duperreyi (Benevides et al., 1998b) e
Vidalia obtusiloba (Melo, 2000).

5.4. Efeito de Cations Divalentes na Atividade Hemaglutinante:

A atividade hemaglutinante presente na FO/70 da alga marinha G. ornata ndo mostrou
dependéncia pelos ions metalicos testados Ca™ e Mn™, quando submetida a
desmetalizagdo com o agente quelante EDTA. A dependéncia de cations divalentes foi
observada para algumas lectinas, principalmente lectinas de plantas superiores. Porém, para
lectinas de algas marinhas esta ¢ uma caracteristica rara, considerando o fato de que a
maioria das lectinas de algas ndo requerem a presenga destes ions para exercerem as suas

atividades biologicas (Rogers & Hori, 1993).
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Tabela 02- Atividade hemaglutinante da FO/70 de G. ornata para diferentes eritrocitos

tratados enzimaticamente com tripsina e bromelaina

Atividade Hemaglutinante (UH/mL)

ERITROCITOS Tripsina Bromelaina
Galinha 64 B
Coelho 64 B
A — —
B - -~
O N »

(- ) Auséncia de atividade hemaglutinante
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5.5. Termoestabilidade da Atividade Hemaglutinante

A atividade hemaglutinante presente na F0/70 de G. ornata, quando testada
apds o tratamento térmico nas temperaturas de 50, 70, 90 e 75 90% da atividade quando
aquecida a 100°C por 10 minutos € sendo completamente inativada a 100°C durante 30
minutos (Figura 4). O AG’ de ativagdo do processo de desnaturagdo da lectina de G. ornata
foi de 27,35Kcal/mol a 100°C. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos para as
lectinas das algas Rodophytas Enantiocladia duperreyi (Benevides et al., 1998b) e
Pterocladiella capillacea (Oliveira et al., 2002) e para a alga verde Ulva fasciata (Pereira,

2000).
5.6. Purificagdo da Lectina
5.6.1. Cromatografia de Troca I6nica em Coluna de DEAE — Celulose

A purificagdo da lectina da alga G. ornata foi obtida por aplicagdo da fragdo
protéica FO/70 em cromatografia de troca idénica em coluna de DEAE—Celulose (Figura 05).
O perfil cromatografico obtido, mostrou a existéncia de dois picos pigmentados. O
primeiro pico (PI) de coloragdo purpura intensa, ndo retido na coluna e desprovido de
atividade hemaglutinante, foi eluido com tampdo TB e um segundo pico (PII), retido na
coluna com coloragdo rosada, eluido com tampdo TB contendo NaCl 0,5M, encerrando
toda atividade hemaglutinante. Este passo foi importante para remover grande quantidade
de pigmentos presentes na FO/70, clarificando o material para uma posterior aplicagdo em
cromatografia de afinidade . O emprego de cromatografias em matrizes trocadoras de ions,
representa um passo importante em muitos protocolos de purificacdo de lectinas de algas
marinhas. Grandes quantidades de pigmentos e outros tipos moleculares presentes tanto no
extrato bruto quanto na fragdo salina (sulfato de amonio), sio parcial ou totalmente
removidos pelo uso desta técnica, facilitando etapas posteriores. Esse tipo de

cromatografia, quando utilizado por Ainouz et al., (1995), constituiu-se no passo final de
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Figura 04— Termoestabilidade da atividade hemaglutinante na F0/70 da alga G. ornata
¢ ¢50°C, ¢« 70°C, & ¢ 90°C, & 100°C.
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Figura 05- Cromatografia de troca idnica da FO/70 em coluna de DEAE-Celulose
equilibrada com tampéo Tris-HCI 25mM, pH 7,5. O primeiro pico (PI-DEAE) foi
eluido com o tampdo de equilibrio e o segundo pico (PII-DEAE) eluido com
tampdo Tris-HCl 25mM, pH 7,5 contendo NaCl0,5M. ( o 0 ) Az80nm;
(o e) UH/mL.
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isolamento da lectina presente nas algas Bryothamnion seaforthii € B. triquetrum. Outras
lectinas de algas marinhas obtidas das espécies G. verrucosa (Shiomi et al., 1981), e Ulva
lactevirens (Sampaio, 1996), também foram isoladas empregando essa técnica como um

dos passos do processo de purificagdo.

5.6.2. Cromatografia de Afinidade em Coluna de Sepharose 4B- Mucina

A fragdo protéica contendo toda atividade hemaglutinante (PII-DEAE) foi submetida
a cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose 4B-Mucina (Figura 06). O perfil
cromatografico apresentou dois picos protéicos, sendo o primeiro pico (PI) ndo retido na
coluna, pigmentado e eluido com o tampdo de equilibrio da coluna e o segundo pico
protéico (PII), ausente de pigmento, retido na coluna e encerrando toda atividade
hemaglutinante (Figura 6). O PII-Mucina apresentou uma atividade especifica de 28,6
UH/mgP e uma purificagdo de 7,3 vezes em relagdo ao extrato total (Tabela 3). O PII ativo
oriundo da DEAE-Celulose quando aplicado a coluna de afinidade, mostrou uma forte
interagdo da lectina com a glicoproteina mucina, visto que essa interagdo (lectina-
glicoproteina) sé foi rompida por eluigdo com um agente desnaturante forte (uréia-4M),
confirmando assim a inibigdo obtida nos ensaios de especificidade da lectina. As forgas
envolvidas na ligagdo da lectina & matriz de afinidade incluem as eletrostaticas,
interagdes hidrofobicas e pontes de hidrogénio. Esta forte interagdo de lectinas de algas
marinhas por resinas de afinidade foi reportado por Okamoto e al. (1990) no extrato
aquoso de G. bursa-pastoris, bem como por Neves (2001), durante o isolamento da lectina

de G. caudata por cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose 4B-mucina.
5.7. Ensaio de Inibig¢do da Atividade Hemaglutinante:

A atividade hemaglutinante do PII (lectina) obtido por cromatografia de
afinidade em coluna de Sepharose 4B-Mucina de G. ornata, ndo foi inibida pelos agucares
simples testados a uma concentragdo de 50 mM, mas foi inibida pelas glicoproteinas

mucina de porco, apotransferina, asialofetuina e tiroglobulinas de boi e de porco em
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UH/mL

Figura 06- Purificagéo da lectina de G. ornata por cromatografia de afinidade em coluna de
Sepharose 4B-Mucina.A coluna foi equilibrada e inicialmente eluida com Tris-
HCl1 25 mM, pH 7,5. O pico retido foi eluido com uréia 4M.Coluna: 8,0 x 0,8 cm.
Fragdes : 3,0 mL/tubo( e e) UH/mL.

® ) Aggonm; ( ®
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Tabela 03— Purificagdo da lectina de G. ornata

Fragdes Proteina  Rendimento  Atividade Hemaglutinante  Purificagdo
(mg) % UH Total *  Especifica** (x)
Extrato Bruto 26832 100 10400,0 3,9 1,0
Foro 1318,2 491 7104,0 54 1,4
PII-DEAE 231,0 8,6 15274 6,6 1,7
PII-Mucina 3,06 0,1 88,7 28,6 7.3

* U.H. Total — Unidades de Hemaglutinaciao Total
** UH/mg de proteina
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diferentes concentragdes, tendo as glicoproteinas asialofetuina e tiroglobulina de porco
apresentado maiores intensidades de inibi¢do (Tabela 04). Estudos de especificidade por
agucares simples e glicoproteinas de lectinas de algas marinhas, tém revelado que a grande
maioria delas ndo apresentam afinidade por monossacarideos, como a maioria das lectinas
isoladas de plantas terrestres. As lectinas de algas sdo, em geral, mais especificas para
oligossacarideos complexos e muitas vezes por glicoproteinas (Rogers & Hori,1993). A
lectina da alga marinha vermelha Amansia multifida (Costa,1999) mostrou especificidade
somente por estruturas glicoprotéicas complexas, tais como: avidina, manana de levedura e

fetuina.
5.8.Caracterizagéo Fisico-Quimica da Lectina
5.8.1. Espectro de absor¢do no ultra violeta da Lectina de G. ornata

O espectro de absor¢do no ultra violeta de uma solugdo da lectina de G. ornata na
concentragdo de 1 mg/mL, apresentou uma absor¢do maxima a 280 nm, sendo o calculo
obtido para o coeficiente de absor¢io 1w E'° 2280 nm de 7,26 (Figura 7). O valor
encontrado foi semelhante aos obtidos para as algas marinhas Amansia multifida
(Costa,1999) e Meristiella echinocarpa (Farias,1995), Enantiocladia duperreyi (Benevides
et al., 1998b) e Pterocladiella capillacea (Oliveira et al., 2002).

5.8.2. Massa Molecular por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em presenga de SDS e

-mercaptoetanol:

A lectina de G. ornata purificada por cromatografia de afinidade em coluna de
Sepharose 4 B-Mucina , quando submetida a eletroforese em condigdes desnaturantes por
PAGE-SDS em presenga de B-mercaptoetanol, revelou a presenga de uma unica banda,
com massa molecular de 17 KDa, estimada por regressdo linear tendo por base padrdes
protéicos de massas moleculares conhecidas (Figura 8). O resultado da massa molecular

obtido confirma a tendéncia das lectinas de algas geralmente possuirem massas
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Tabela 04- Inibigdo da atividade hemaglutinante presente na lectina de G. ornata por

agucares simples e glicoproteinas.

Agucar / Glicoproteina Concentragdo Minima
Agucares Simples (mM)*
L - Fucose NI

D - Fucose NI

Rafinose NI

Lactulose NI

Lactose NI

Lactose -D-Melibiose NI

D- Galactose NI

D- Gulactosamina NI

2 — nitrofenil —-D-galactosideo NI
metil-D-galactopiranosideo NI
metil-galactosideo NI

Acido glucurénico NI

4 — nitrofenil-D-galactopiranosideo NI

L- Arabinose NI

D- Rafinose NI

D- Frutose NI
N-acetil-galactosamina NI
GLICOPROTEINAS (ug/mL)**
Mucina de porco 7,81
Apotransferina 7,81
Asialofetuina 0,097
Tiroglobulina bovina 0,195
Tiroglobulina de porco 0,097

* Concentragéo minima (mM) do agucar capaz de inibir a atividade hemaglutinante
** Concentragdo minima (ug/mL) da glicoproteina capaz de inibir a atividade hemaglutinante.
(NT) No inibiu
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Figura 07- Espectro de Absorgdo no ultra violeta do PII-Mucina (lectina) de alga G.
ornata.
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Figura 08- Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS e B-mercaptoetanol. -
Marcadores: Albumina Bovina (66KDa); Albumina de ovo (45KDa);
Gliceraldeido-3P-Desidrogenase (36KDa); Anidrase carbonica (29KDa);
Tripsinogénio (24KDa); Inibidor de tripsina (20,10KDa) e a-Lactoalbumina
(14KDa). 2- Lectina de G. ornata.
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moleculares baixas, isso porém ndo necessariamente implica que todas sigam essa regra
como constatado para as lectinas das espécies das algas vermelhas Gracilaria verrucosa

(Kanoh et al., 1992) e Vidalia obtusiloba (Melo, 2000).

5.8.3. Determinagdo da Massa Molecular da Lectina por Cromatografia de Filtragdo em
Gel em Coluna de Sephadex G-100

A lectina de G. ornata (PlI-Mucina), na sua forma nativa, quando submetida a
filtragdo em gel de Sephadex G-100, apresentou um Unico pico protéico, sendo portanto
monomérica com massa molecular estimada em 17,36 KDa, estabelecido por regressdo
linear em relagdo aos padrdes protéicos de calibragdo da coluna (Figura 9). Este resultado
se assemelha bastante do valor encontrado por eletroforese em gel de poliacrilamida com
SDS e B-mercaptoctanol (17 KDa), e mostra a pureza da lectina obtida por cromatografia

em coluna de Sepharose 4B- Mucina .

5.8.4. Composigdo de aminoacidos da lectina de G. ornata:

A lectina de G. ornata, quando analisada na sua composigdo de aminoacidos,
apresentou um alto teor dos aminoacidos glutdmico/glutaminico (13,63%),
aspartico/asparagina (9,21%), glicina (20,83%), serina(7,68%) e cisteina (7,79%) e um
baixo teor dos aminoédcidos basicos lisina(4,44%), arginina (3,44%) e histidina (2,10%),
(Tabela 5). Composi¢des semelhantes foram encontrados por Shiomi ef a/., (1981) para a
leticna de G. verrucosa , Okamoto et al., (1990) para a G. bursapastoris € por Benevides
etal., (2001) para a Caulerpa cupressoides. Porém, diferentemente de algumas
algas marinhas (verdes e vermelhas) analisadas, a G. ornata apresentou um elevado teor do

aminodacido sulfurado cisteina (7,79%), (Tabela 6).

5.8.5. Ponto Isoelétrico por Eletroforese Bidimensional

O ponto isoelétrico da lectina de G. ornata, determinado por eletroforese
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Figura 09- Massa molecular da lectina de G. ornata por filtragdo em gel de Sephadex G-
100. (1) Ovalbumina (45 KDa), (2) Anidrase carbdnica (29 KDa), (3)
Ribonuclease (13,7 KDa) e (4)Lectina de G.ornata ( 17,36 KDa)
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TABELA 05- Composigdo em aminoécidos da lectina de G. ornata.

AMINOACIDO %/mol mgP/mL
NAO ESSENCIAIS
Asx 9,21 95,85
Glx 13,63 159,17
Ser 7,68 60,51
Gly 20,83 107,47
Ala 8,78 56,40
His 2,10 26,02
Arg 3,44 48 61
Pro 3,89 34,16
ESSENCIAIS

Thr 3,57 32,67
Val 1,91 17,07 |
lle 1,79 18,27 |
Leu 3,73 38,11
Lys 4,44 51,41
Tyr 4,70 69,41
Phe 2,41 32,07
Met 0,11 1,26
Cys 7,79 72,61
Trp 2,30 40,27

TOTAL 102,30 961,35
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TABELA 06 - Composigdo em aminoacidos das lectinas de G. ornata, G. caudata e

Caulerpa cupressoides.

AMINOACIDO G.ornata G.caudata @ C.cupressoides @
NAO ESSENCIAIS
Asx 9,21 9,11 11,56
Glx 13,63 11,45 11,63
Ser 7,68 6,24 6,76
Gly 20,83 12,71 8,61
Ala 8,78 11,30 8,37
His 2,10 1,69 1,19
Arg 3,44 3,47 3,24
Pro 3,89 4,83 5,24
ESSENCIAIS

Thr 3,57 32,67 7,23
Val 1,91 5,97 6,35
Ile 1,79 423 5,84
Leu 3,73 6,82 8,26
Lys 4,44 5,63 6,06
Tyr 4,70 3,70 3,77
Phe 241 407 4,59
Met 0,11 1,92 -
Cys 1,79 0,70 1,27
Trp 2,30 - 1 -

TOTAL 102,30 99,99 ? 99,97

(1) Neves (1999)

(2) Benevides ef a/.(2001)
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bidimensional, evidenciou a presenga de uma banda protéica com valor de pl localizado na
faixa de pH éacido no valor de 5,4 (Figura 10). Esse resultado pode ser justificado pela
predominancia dos aminoacidos acidos aspartico, glutdmico e glicina, na estrutura da
lectina e estd em concordancia com o sugerido por Shiomi et a/.(1981) e Hori ef al (1990),
que afirmam ser as lectinas de algas, moléculas com valores de pI compreendidos entre pH

4,0¢6,0.

5.8.6. Teor de Carboidratos

A fragdo ativa obtida por cromatografia de afinidade de Mucina (PII) quando avaliada
com relagdo a seu conteudo de carboidratos, revelou ser a lectina uma glicoproteina
constituida por 2,97% de carboidratos em sua estrutura. A ocorréncia de lectinas com
diferentes constituigdes glicidicas em algas marinhas, representa uma consideravel parcela
entre aquelas ja isoladas e caracterizadas. O conteido de agucar apresentado, pode
chegar a valores de 92% da constitui¢do total da molécula, como € o caso da espécie G.

verrucosa (Kanoh et al., 1992).

5.8.7. Andlise de Carboidratos por Cromatografia em Sistema Descendente de Papel

A analise da identificagdo de carboidratos estruturais do hidrolisado da glicoproteina
lectina de G. ornata por cromatografia em papel usando-se o sistema solvente butanol:
piridina: agua na proporgdo (5:3:1,v/v/v), apresentou somente o0 monossacarideo glucose na
sua porgdo glicidica, (Figura 11). Em lectinas glicoprotéicas vegetais, particulamente
naquelas de leguminosas (Cavada et al., 1998 ; Sharon & Lis, 1998) , tém sido
freqiientemente encontrados os seguintes carboidratos: manose, fucose, N-acetil-
glucosamina e xilose. Por outro lado, as lectinas isoladas da familia das salonaceas
apresentam predominantemente arabinose e galactose como constituinte da porgdo

glicidica (Lis & Sharon, 1991).
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Figura 10 —Eletroforese Bidimensional da lectina de G. ornata
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Figura 11- Cromatografia em sistema descendente de papel, usando o sistema solvente
Butanol: piridina: agua (5:3:1,v/v/v) da porgdo glicidicada da alga marinha
vermelha G. ornata. Fuc- fucose, Xil- xilose, Glc-Glucose, Man- manose, Gal-

galactose , Ac. Glic.-acido glucurénico.
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5.9. Inibidor de Tripsina

O extrato alcalino da G. ornata apresentou uma fraca atividade inibidora de tripsina
(0,203 Ul/g de farinha). A agdo anti-triptica em extratos alcalinos de algas marinhas ja
tinha sido analisada por Benevides er a/.(1998a), em dez espécies de algas vermelhas onde
o resultado obtido demonstrou a auséncia de atividade em todas as espécies de algas
analisadas. A atividade anti-triptica também foi analisada em vinte e sete espécies de algas
venezuelanas tendo sido observada somente nos extratos totais da alga verde Padina
gymnospora ¢ da alga vermelha Acanthopora spicifera (Perez- Lorenzo et al.,1998), o que
leva a crer que esta propriedade ndo ¢ uma caracteristica das algas marinhas. Porém, a
ocorréncia de inibidores de tripsina € bastante comum em vegetais. Obidairo & Akpochafo
(1984), isolaram e caracterizaram dez inibidores de tripsina em tubérculos de /pomoea
batatas, dentre os quais, trés foram considerados mais ativos, € apresentaram massas
moleculares de 12, 10, e 9,3 KDa, determinadas por cromatografia de filtragdo em gel de
Sephadex G-100.

5.10. Urease

A farinha da alga mostrou uma atividade ureésica correspondente a 60 UA/g de
farinha. O estudo de ureases vegetais como possiveis fatores antinutricionais e/ou toXicos,
vem sendo feito desde que Pollaco & Holland (1993) verificaram haver alta homologia
entre estas enzimas € as ureases microbianas. Cussac ef al., (1992) sugeriram que as
ureases vegetais poderiam mimetizar o efeito de ureases de bactérias, como promotoras de

ulceragdes gastricas
5.11. Avaliagdo Histopatolégica da Toxicidade da Lectina de G. ornata

A lectina purificada de G. ornata mostrou-se toxica para camundongos quando
injetado por via intravenosa, dentro de um periodo que ndo ultrapassou 20 minutos (como

era de se esperar, a aplicagdo por via iv. provocou 0 aparecimento de respostas rapidas). Os
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sintomas observados imediatamente apds a aplicagdo foram piloeregdo, ataxia locomotora,
dispnéia, convulsdes tonico-clonicas, seguidas da morte dos animais. A DLs, obtida por
via iv. para a lectina de G. ornata foi 50 mg P/ Kg de peso corpéreo. O exame
histopatoldgico dos tecidos (figado, rins, coragdo, estdomago, baco, pulmdo e intestino)
provenientes dos camundongos nos quais foram aplicados por via intravenosa a lectina de
G. ornata, revelou alteragdes microscopicas no estomago, intestino, figado e coragdo. A
nivel macroscopico ndo foi observada nenhuma alteragdo nos orgdos. Na observagido
microscopica, dos tecidos provenientes do estomago (Figura 12), do intestino (Figura 13),
do figado (Figura 14) e finalmente do coragdo (Figura 15), foi observada uma congestio
generalizada de forma moderada em todos estes 6rgdos. A congestdo ou hiperemia passiva
¢ um quadro onde os ¢6rgdos tomam uma coloragdo vermelho escuro, devido a alta
concentragdo de hemoglobina desidrogenada. A congestdo ocorre nos quadros de
insuficiéncia cardiaca. A dose toxica letal DLs; para camundongos por via iv., verificada
para a lectina de G. ornata, foi maior que a encontrada por Santos (2001), que isolou a
lectina téxica para camundongos da folha de salsa Ipomoea asarifolia, cuja DLs, foi de

450 mgP/Kg de peso corporeo quando aplicada intraperitonealmente.

5.12. Avaliagdo da atividade Inseticida das Fra¢des (Extrato Bruto, FO/70 ¢ PII-DEAE) da

alga marinha G. ornata

Os resultados da avaliagdo de toxicidade das fragdes (extrato bruto, F0/70 e PII-
DEAE ) da alga G. ornata para C. maculatus estio mostrados nas figuras 16, 17, 18 e 19.
Todas as fragdes protéicas avaliadas influenciaram negativamente a emergéncia das larvas
de C. maculatus, em todas as doses testadas, quando comparadas ao controle. Em todas as
concentragdes testadas, o extrato bruto ocasionou uma redugdo em torno de 86% e a F0/70
uma redugdo em torno de 59%. Entretanto, o PII-DEAE induziu uma redugdo mais
diferenciada para a maior concentragdo avaliada (1%), mostrando uma redug@o de 81% e
nas demais concentragdes, o efeito mostrou-se semelhante com uma redugdo em torno de

66% (Figura 16).
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Figura 12- Fotomicrografia de corte histolégico do estdmago de camundongo injetado
com a lectina toxica da alga G. ornafa. A seta indica a moderada congestéo
interlobular e ceptal neste 6rgdo (objetiva 100X).
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Figura 13- Fotomicrografia de corte histologico do intestino de camundongo
injetado com a lectina toxica da alga G. ormata. A seta indica a
acentuada congestdo interlobular e ceptal neste érgéo (objetiva 400X).
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Figura 14- Fotomicrografia de corte histologico do figado de camundongo injetado
com a lectina téxica da alga G. ormata. A seta indica a moderada
congestdo interlobular e ceptal neste 6rgéo (objetiva 100X).
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Figura 15- Fotomicrografia de corte histolégico do coragio de camundongo
injetado com a lectina toxica da alga G. ornara. A seta indica a
moderada congestéo interlobular e ceptal neste érgdo (objetiva 400X).

Yaskara F.M.Marques Leite




Resultados e Discussoes 79

Na avaliagdo da influéncia das mesmas fragdes protéicas sobre a sobrevivéncia
larval, estatisticamente, as unicas fragdes que obtiveram resultados considerados
significativos foram o extrato bruto na concentragdo de 2,5% e o PII-DEAE a 1%, onde
foram observados uma redugdo no nimero de insetos que conseguiram atingir a fase adulta
na faixa de 68,53% e 65,03% respectivamente (Figura 17).

Com relagdo ao peso médio dos insetos, ndo houve diferenga significativa entre o
controle e as amostras testadas, indicando que o desenvolvimento dos insetos ndo foi
afetado (Figura 18).

Outro parametro analisado foi o tempo médio de desenvolvimento dos insetos.
Porém, nenhuma amostra testada conseguiu retardar de modo significativo o
desenvolvimento dos insetos, quando comparada com o controle (Figura 19).

A auséncia do efeito da FO/70 sobre a sobrevivéncia larval do C. maculatus, sugere
a presenga de um outro componente nesta fragdo que provavelmente esteja associado a
proteina (lectina), antagonizando o efeito observado para o PII-DEAE, visto que por
cromatografia em DEAE-celulose foi obtido um outro pico que provavelmente contenha
este componente (PI-DEAE) o qual ndo foi avaliado com relagdo a atividade inseticida.

Em estudos de avaliagdo da atividade inseticida, nas fragdes (EB e F0/30) obtidas
de folhas de salsa (/[pomea asarifolia), realizados por Santos (2001), em relagdo aos
pardmetros emergéncia larval, peso médio dos insetos e tempo médio de desenvolvimento
dos insetos, foi demonstrado nas diferentes concentragdes testadas que a FO/30 mostrou-se

mais efetiva que o extrato bruto com relagdo a redug@o da emergéncia das larvas.
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Figura 16- Efeito das fragSes (Extrato bruto- EB, F0/70 e PII-DEAE ) obtidos da alga G.

ornata sobre a emergéncia de larvas de C. maculatus.
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Figura 17- Efeito das fragdes (Extrato bruto- EB, F0/70 e PII-DEAE ) da alga G.

ornata sobre a sobrevivéncia larval de C. maculatus
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Figura 18- Efeito das fragdes (Extrato bruto- EB, F0/70 e PII-DEAE ) da alga G. ornata
sobre o peso médio dos adultos de C. maculatus

Yaskara F.M.Marques Leite




Resultados e Discussoes 83
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Figura 19- Efeito das fragdes (Extrato bruto- EB, F0/70 e PII - DEAE ) da alga G. ornata
sobre o tempo médio de desenvolvimento (de ovo a adulto recém emergido) das

larvas de C. maculatus. .
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6. CONCLUSOES

A lectina presente na alga marinha G. ornata comportou-se como a maioria das
lectinas de algas marinhas ja isoladas, ou seja, aglutinou eritrocitos de coelho tratados com
tripsina, esta atividade ndo foi dependente da presenga dos cations divalentes testados Ca™
ou Mn*? e foi inibida quando em presenga das glicoproteinas mucina de porco,
apotransferina, asialofetuina, tiroglobulina bovina e porcina.

A massa molecular aparente da lectina na sua forma nativa obtida por filtragdo em
gel de Sephadex G-100, e sob forma desnaturada em PAGE-SDS na presenga de um agente
redutor foi de 17KDa. A lectina foi considerada estruturalmente uma glicoproteina, sendo
constituida por somente 2,97% do carboidrato glucose na sua porgao glicidica.

A lectina apresentou pl com valor localizado na faixa de pH &cido (5,4) tendo
apresentado em sua composi¢do de aminoacidos uma predomindncia dos aminoacidos
acidos Glx, Asx, do aminoacido Gly, do aminoéacido hidroxilado Ser e diferentemente da
maioria das lectinas de algas marinhas ja isoladas, apresentou um elevado teor do
aminoacido sulfurado Cys. A lectina mostrou ser toxica para camundongos quando
aplicada por via iv., ocasionando uma congestdo generalizada nos oOrgdos coragdo,
intestino, figado e estdbmago deste animal. Isto leva a crer que a atividade toxica presente
na alga marinha G. ornata se deve pelo menos em parte, a presenga da lectina. A lectina da
G. ornata pode ser considerada uma quimerolectina, ja que apresenta a capacidade de
aglutinar eritrocitos além de possuir atividade bioldgica.

A avaliag@o do potencial inseticida das fragdes (Extrato bruto e PII-DEAE) obtidos
da alga G. ornata, resultou em um efeito negativo tanto na emergéncia quanto na
sobrevivéncia larval do C. maculatus, sugerindo um potencial biotecnologico para
utilizagdo da lectina téxica obtida desta alga. Porém, apesar da atividade antimetabolica
apresentada por estas fragdes protéicas para C. maculatus, devemos inicialmente conhecer
profundamente o mecanismo de toxicidade das lectinas sobre insetos para entdo se obter
plantas trangénicas expressando lectinas inseticidas. Apesar dos resultados satisfatorios

obtidos neste trabalho, devemos levar em consideragdo a evolugdo e a capacidade de
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vencer obstaculos, que tem tornado os insetos, verdadeiras barreiras na obtengdo de

alimentos naturais cultivados pelo homem.
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8-ANEXOS
ANEXO 1

AMOSTRAS EMERGENCIA % VARIANCIA
Controle 100 a
EB -0,25% 82,53 b
EB -0,50% 88,77 b
EB -2,50% 8891 b
EB -1,00% 82,20 b
F0/70 -0,25% 43 86 b
F0/70 -0,50% 59,88 b
F0/70 -2,50% 65,69 b
F0/70 -1,00% 67,45 b
PII -0,10% 65,41 b
PII -0,25% 67,40 b
PII - 0,50% 66,98 b
PII - 1,00% 81,19 b
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ANEXO 2

AMOSTRAS SOBREVIVENCIA VARIANCIA
Controle 100 a
EB -0,25% 76,78 ab
EB -0,50% 72,88 ab
EB -1,00% 37,32 ab
EB -2,50% 31,47 b
F0/70 -0,25% 69,33 ab
F0/70 -0,50% 83,56 ab
F0/70 -1,00% 58,62 ab
F0/70 -2,50% 5733 ab
PII -0,10% 70,83 ab
PII -0,25 4931 ab
PII - 0,50% 40,86 ab
PII -1,00% 34,96 b
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ANEXO 3

AMOSTRAS PESO VARIANCIA
Controle 100 a
EB -0,25% 82,16 ab
EB -0,50% 80,42 ab
EB -1,00% 91,26 ab
EB -2,50% 88.46 ab
F0/70 —0,25% 9545 ab
F0/70 —0,50% 94,75 ab
F0/70 —1,00% 96,50 ab
F0/70 -2,50% 94,06 ab
PI1 -0,10% 86,71 ab
PII -0,25% 84.46 ab
PII - 0,50% 9335 ab
PII - 1,00% 84,96 ab
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ANEXO 4

AMOSTRAS DIAS VARIANCIA
Controle 28,43 a
EB -2,50% 30,00 ab
EB -1,00% 30,33 ab
EB -0,50% 27,67 ab
EB -0,25% 27.32 ab
F0/70 -2,50% 29,51 ab
F0/70 -1,00% 29,29 ab
F0/70 -0,50% 27,56 ab
F0/70 -0,25% 29.69 ab
PII -1,00% 28,95 ab
PII -0,5% 28,20 ab
PII - 0,25% 30,22 ab
PII-0,1% 29,77 ab
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