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RESUMO

Polissacarideos ocorrem em grandes quantidades nas sementes como componentes da
parede celular ou como reserva. Dentre estes ultimos, incluem-se as Xxiloglucanas
cotiledonarias e as galactomananas endospérmicas. As xiloglucanas apresentam uma cadeia
principal de B-D-(1—4)-glucana ramificada com ligacdes a-(1—6) por residuos D-
xilopiranosideos ou [B-D-galactopiranosideo-(1—2)-D-xilopiranosideos, enquanto as
galactomananas endospérmicas consistem em cadeias poliméricas de residuos p-D-
manopiranosil (1—4) ligados, substituidos em O-6 por unidades de a-D-galactopiranosil. O
objetivo deste trabalho foi analisar a interagdo de xiloglucanas e galactomananas com
lectinas galactose-ligantes e, assim, sugerir 0 uso de tais polissacarideos como alternativa
barata e eficaz na preparacdo de matrizes cromatograficas para o isolamento e determinacgéo
da especificidade anomérica de novas lectinas. Dessa forma, as interagdes das lectinas das
sementes de Artocarpus integrifolia (frutalina), Artocarpus incisa (jacalina), Ricinus
communis (ricina) e Arachis hypogaea (PNA) com matrizes de xiloglucanas de sementes de
Copaifera langsdorffii, Mucuna sloanei e Hymenaea courbaril (MC, MMu, MJ,
respectivamente) e de galactomananas de Mimosa scabrella, Stryphnodendron barbatiman,
Adenanthera pavonina e Dimorphandra mollis (MM, MS, MA; MD, respectivamente) foram
analisadas. As galactomananas apresentaram melhor capacidade de retencédo da jacalina (MA
-0,92mg; MM - 1,48 mg ; MD -0,88 mg ; MS — 0,83 mg) e da frutalina (MA — 0,99 mg ;
MM — 1,09 mg ; MD - 0,94 mg ; MS — 0,85 mg), lectinas que possuem especificidade por a-
D-galactose. Vale destacar que a galactomanana de M. scabrella apresentou melhor
capacidade de retencéo da lectinas testadas. Por outro lado a ricina, capaz de ligar-se aos dois
andmeros, mas que se liga preferencialmente ao anomero B, teve maior massa retida nas
colunas de xiloglucana (MMu - 2,17 mg ;MJ — 1,30 mg; MC - 2,83 mg). Houve diferenca
nos perfis de retencdo da PNA, que também se liga aos andmeros a e B da galactose, sendo
que a melhor retengédo foi na coluna contendo matriz de M. sloanei (0,12 mg). As colunas
foram todas saturadas com extrato bruto a partir das farinhas das sementes, para que se
utilizasse a capacidade maxima de retencdo de cada matriz. Atividade hemaglutinante foi
detectada em ambos os picos Pl e PII. Para a ricina, atividade toxica foi realizada e detectada
para todos os PII obtidos. Por meio de SDS-PAGE, a pureza de cada uma das lectinas foi
confirmada. Diante dos resultados expostos, pode-se sugerir o uso de xiloglucanas e
galactomananas para o isolamento, purificacdo e determinacdo da especificidade anomérica

de lectinas galactose-ligantes.



ABSTRACT

Polysaccharides are found in large quantity in seeds and they represent the main compounds
of cell wall or reservoir. Among reservoir compounds, it included cotyledonary xyloglucans
and endospermic galactomannans. The xyloglucans are made of a main chain of B-D-(1—4)-
glucan with a-(1—6) ramifications of D-xylopyranoside or B-D-galactopyranoside-(1—2)-D-
xylopyranoside residues. Endospermic galactomannans are polimeric chains of [-D-
mannopyranosil (1—4) and replaceabled in O-6 for units of a-D-galactopyranosil. The aim of
this work is investigate the interaction of xyloglucans and galactomannans with galactose
bounding lectins and show the possibility of the usage of these polysaccharides as cheap and
useful chromatographic matrices for isolation and determination of anomeric specificity of
galactose bounding lectins. The interactions of lectins from seeds of Artocarpus integrifolia
(frutalin), Artocarpus incisa (jacalin), Ricinus communis (ricin) e Arachis hypogaea (PNA)
were performed with coluns of xyloglucans of seeds from Copaifera langsdorffii, Mucuna
sloanei and Hymenaea courbaril (MC, MMu, MJ, respectively) and galactomannans from
Mimosa scabrella, Stryphnodendron barbatiman, Adenanthera pavonina and Dimorphandra
mollis (MM, MS, MA; MD, respectively). The galactomannans showed the best colun
interaction capacity for the jacalin (MA — 0,92 mg ; MM — 1,48 mg ; MD -0,88 mg ; MS —
0,83 mg) and frutalin (MA — 0,99 mg; MM — 1,09 mg; MD - 0,94 mg; MS - 0,85 mg)
lectins. Remarkably the M. scabrella galactomannan showed the best colun interaction among
all lectins analysed. On the other hand, ricin was better hold in coluns made of xyloglucan
(MMu — 2,17 mg ;MJ — 1,30 mg; MC - 2,83 mg). For PNA lectin, differences were detected
in colun interaction capacity. The best colun interaction was with the M. sloanei matrix (0,12
mg) for PNA lectin. All coluns were fill with sample extract of flour from seeds and
hemagglutination assays was performed with Pl and PII. In these assays, hemagglutination
activity was detected in both PI and PII from the coluns. For ricin, toxic activity was made
and it was detected for all obtained chromatographic samples. With SDS-PAGE it was
possible confirmed the purification of the studied lectins. The bands in polyacrilamid gel were
the same for the lectins purified. In conclusion, it can be suggested the usage of xyloglucans
and galactomannans for isolation, purification and determination of anomeric specificity of

galactose-bounding lectins.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Parede celular vegetal — Consideracdes gerais

Todas as células vegetais possuem parede celular, de suma importancia para o
crescimento e diferenciacdo em toda planta (TINE, 2002). Paredes celulares primarias sdo
compostas por polissacarideos, pequenas proporcdes de glicoproteinas e, em alguns tipos
celulares especializados, existem também substancias como lignina, suberina, cutina ou silica
(FRY, 2004). Por sua vez, a parede secundaria contém pouca proteina ou pectina e
normalmente contém lignina (CARPITA; MCCANN, 2000).

A parede celular primaria governa a taxa e a direcdo da expansdo celular e, dessa
maneira, o tamanho final e a forma da célula (FRY, 2004). Os polissacarideos dessa parede
formam uma estrutura bifasica, composta por microfibrilas de celulose e um elemento matriz
constituido de duas classes de polissacarideos: pectinas e hemiceluloses. Outros constituintes
dessas paredes incluem proteinas estruturais e enzimaticas, compostos hidrofébicos e
moléculas inorganicas (ROSE; BENNETT, 1999). Podem ser caracterizados dois principais
tipos de parede celular priméria: as do tipo |, compostas principalmente por celulose,
xiloglucana e pectina e as paredes primarias do tipo Il, formadas principalmente por celulose,
arabinoxilana e glucana (REID, 2000).

A parede celular secundaria é uma espessa camada depositada internamente a parede
primaria, constituindo cerca de 90 % da parede celular em espessura. Cada camada possuli
uma orientacdo prépria das microfibrilas de celulose, entre as quais se encontram localizadas
porcdes de lignina e hemiceluloses. Essa parede comeca a ser formada no momento em que
cessa a expansdo da parede celular priméaria. Deposita-se, na forma de um cilindro, em torno
da parede priméria pré-existente (EMONS; MULDER, 1998).

A celulose € o principal polimero de parede celular, servindo de “andaime” para a
ligacdo de outros componentes (LEROUXEL et al., 2006). As microfibrilas de celulose séo
formadas por cadeias de glucose B-1,4 ligadas que formam associagdes paralelas, de nimero
variavel, dependendo da espécie (ROSE; BENNETT, 1999). Essas microfibrilas sdo
produzidas por complexos enzimaticos de celulose-sintase presentes na membrana plasmatica
e, em seguida, sdo depositadas, sob uma orientagéo controlada, diretamente dentro da parede.

Nas paredes primarias, a orientacdo da deposicdo das microfibrilas é normalmente
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perpendicular ao eixo do alongamento celular e acredita-se que esse controle seja
desempenhado pelos microtubulos (CARPITA; MCCANN, 2000; BASKIN, 2001).

Os polissacarideos componentes da matriz sdo sintetizados no complexo de Golgi por
glicano-sintases e glicosiltransferases e enviados para a parede por meio de vesiculas
secretoras (CARPITA; MCCANN, 2000; KEEGSTRA; RAIKHEL, 2001). As hemiceluloses
constituem cerca de até 30% do peso das paredes celulares primérias, uma proporgdo
igualmente grande das paredes secundarias mais espessas e quase 100% de algumas paredes
especializadas, como as paredes celulares de reserva das sementes, nas quais oS
polissacarideos sdo mobilizados como reserva nutritiva durante a germinacdo (REID, 2000).
Os polissacarideos hemicelul6sicos sdo moléculas complexas que se associam, de forma ndo
covalente, com as microfibrilas de celulose, formando uma matriz de ligacbes cruzadas,
responsavel pela resisténcia mecanica da parede. Em dicotiled6neas, as pontes de hidrogénio
que se formam entre as microfibrilas de celulose e hemicelulose, provavelmente, constituem a
base da parede primaria. As hemiceluloses podem ser divididas em quatro principais classes:
xiloglucanas, (galacto)mananas, (arabino)xilanas e glucanas de liga¢cdes mistas (LEROUXEL
et al., 2006).

Existem ainda as pectinas, polissacarideos estruturalmente complexos, ricos em &cido
galacturénico. Essas macromoléculas sdo capazes de modular a permeabilidade da parede a
solutos, aderir células umas as outras e participar, eficientemente, na sinalizacdo de infeccGes
causadas por patogenos. (DIETRICH et al., 1998). Esses polimeros sdo componentes
abundantes nas paredes celulares primarias. As paredes do tipo | chegam a fter,
aproximadamente, 35% de pectinas na sua constituicdo, sendo essa propor¢cdo menor nas
paredes do tipo Il, tipicas de gramineas (REID, 2000). A composicao desses polimeros varia
de tecido para tecido, compreendendo um ndmero de dominios estruturais distinguiveis
(MCNEIL et al., 1984). Dentre esses dominios, destacam-se a homogalacturonana e a
ramnogalacturonana I. Uma minoria quantitativa é representada pela ramnogalacturonana Il,
um dominio pectinico altamente conservado que possui funcdo especifica em ligar tracos
essenciais do elemento boro (O’NEILL et al., 1996).

Em menor quantidade, dentre os constituintes da parede encontram-se as enzimas que
participam do metabolismo dos polissacarideos de parede, destacando-se as hidrolases e
transferases, além de proteinas estruturais, das quais se podem citar as extensinas e proteinas
ricas em hidroxiprolinas (TINE, 2002).

Cada polissacarideo e glicoproteina constituintes da matriz da parede celular priméaria

sdo, isoladamente, solUveis em &gua, porém, na parede intacta, essas moléculas estéo ligadas,
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formando um arcabougo que se sustenta em ambiente aquoso (II'YAMA et al., 1994). Muitas
dessas ligacOes cruzadas sdo ndo-covalentes e sdo fracas individualmente, mas numerosas o
suficiente para conferir resisténcia. Outras ligacbes que formam esse arcabouco sdo

covalentes e existem em menor nimero, mas sao individualmente fortes (FRY et al., 2004).

1.2. Sementes e compostos de reserva

Acredita-se que as sementes tenham surgido entre 360 e 340 milhdes de anos atras
com o aparecimento das gimnospermas. A principal vantagem de tal passo evolutivo foi a de
que, naquela nova estrutura, havia mais espago para armazenar nutrientes e, a0 mesmo tempo,
o0 integumento oferecia um nivel maior de protecdo contra a perda de agua e contra o ataque
de patogenos e herbivoros (MAUSETH, 1998).

As reservas das sementes tém, basicamente, duas funcbes que se relacionam com a
manutencdo e o desenvolvimento do embrido até a formagdo de uma plantula que apresente a
capacidade de se manter de uma forma autotrofica. As reservas podem funcionar como fonte
de energia para manter processos metabolicos em funcionamento e/ou como fonte de matéria-
prima para a construcdo de tecidos vegetais que irdo constituir a plantula (BUCKERIDGE et
al., 2004).

Hé& enorme variacdo na composi¢do das sementes, mas as substancias armazenadas em
grande quantidade constituem os carboidratos, os lipideos e as proteinas. Os dois primeiros
servem como fonte de energia e carbono para a germinacdo das sementes e 0
desenvolvimento das plantulas, enquanto as proteinas tém como funcdo armazenar,
principalmente, nitrogénio e enxofre, essenciais para a sintese de proteinas, acidos nucléicos e
compostos secundarios na plantula em crescimento (BUCKERIDGE et al., 2004). A tabela 1
mostra os principais compostos de reserva de sementes e sua distribuicdo por funcéo.

Acredita-se que a razdo sacarose/ monossacarideos (S/M) funciona como um marcador
do estado fisiologico dos tecidos em desenvolvimento, sendo menor que um no periodo de
divisdo e crescimento celular e maior que um durante o processo de espessamento da parede.
Assim, a presenca de grandes quantidades de sacarose, geralmente, indica que ha alguma
fonte de energia importante em a¢do na planta, e isso ¢ “interpretado” pelo metabolismo como
um sinal para acumular reservas (BUCKERIDGE et al., 2004).

Os principais compostos derivados de carboidratos que atuam como reserva em
sementes sdo a sacarose € 0s oligossacarideos da série rafindsica, 0 amido e os polissacarideos
de reserva de parede celular (BUCKERIDGE et al., 2004).
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Tabela 1 — Principais compostos de reserva e as caracteristicas relevantes para as suas fungdes nas sementes.
Fonte: BUCKERIDGE et al., 2004

Funcéo
Composto de reserva principal Fase de Funcdes Outras
como utilizacdo secundarias caracteristicas
reserva
Manutencao
SACAROSE E SERIE Fonte de da integridade Reserva de uso
RAFINOSICA carbono Germinacao de membranas répido para
producdo de
energia
Fonte de Desenvolvimento - Alto
AMIDO carbono da plantula empacotamento e
menor solubilidade
Controle da
embebicdo e Alto
POLISSACARIDEOS Fonte de Desenvolvimento | propriedades empacotamento e
DE PAREDE carbono da plantula mecanicas de | maior solubilidade
CELULAR cotilédones
Fonte de Germinagdo e - Insoltvel em &agua,
LIPIDEOS carbono desenvolvimento mas produz mais
da plantula energia por
molécula
- Alto
PROTEINAS Fonte de Germinacao e empacotamento, ja
carbonoe | desenvolvimento possui aminoacidos
netrogénio da plantula que podem ser
transportados
diretamente
Fonte de Germinacao e - Reserva essencial
FITINA minerais desenvolvimento altamente
da plantula empacotada

Enguanto a sacarose é praticamente universal, os oligossacarideos da série rafindsica

ocorrem em um grande numero de sementes de dicotiledéneas. Em sementes ortodoxas, o
periodo de enchimento do grdo é sucedido por um periodo caracteristico de secagem. A
sacarose, principal composto de transporte de carbono dos 6rgdos fotossintéticos até a
semente em desenvolvimento, pode ser acumulada em quantidades apreciaveis ao final do
processo. Acredita-se que os oligossacarideos mencionados sejam compostos de reserva, pois
sdo degradados logo no inicio da germinagdo, porém, sua principal funcdo tem sido atribuida
a propriedade das sementes ortodoxas de estabilizarem suas membranas e, com isso, poderem
permanecer
(BUCKERIDGE et al., 2004).

secas por um longo periodo, ap6s o qual germinam normalmente
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O amido é uma das mais importantes formas de reserva de carbono nas plantas em
termos de quantidade, universalidade de sua distribuicio e importancia comercial. E composto
por polimeros de glucose dispostos em uma estrutura tridimensional, semicristalina,
denominada granulo de amido. Dentre os constituintes, o amido pode ser fracionado
quimicamente em dois tipos de polimeros de glucose: amilose e amilopectina
(BUCKERIDGE et al., 2004).

Porém outros polissacarideos ocorrem em grandes quantidades nas sementes, como
componentes da parede celular ou como reserva. As xiloglucanas extraidas de sementes sdo
originarias, principalmente, de paredes secundarias, que desempenham preferencialmente a
funcéo de reserva e para as quais tem sido descrita a presenga de xiloglucanas ndo-fucosiladas
(OLIVEIRA JUNIOR; BRAGA; BUCKERIDGE, 2006; BUCKERIDGE et al., 1992).
Podemos citar as xiloglucanas presentes em muitas espécies de leguminosas e nao-
leguminosas, fazendo parte de paredes espessas em leguminosas ndo-endospérmicas (LIMA
etal., 1995).

Um dos polissacarideos de reserva de parede celular mais abundante na natureza é a
galactomanana (BUCKERIDGE; DIETRICH; LIMA, 2000). Ha& um grande ndmero de
espécies que acumulam galactomananas em suas sementes (predominantemente no
endosperma), e sua distribuicdo pode ser apreciada, inclusive, do ponto de vista taxonémico.
Eles estdo presentes em Annonaceae, Asteraceae, Convolvulaceae, Palmae, Rubiaceae e
Leguminosae, mas € nessa Ultima familia que ha o maior nimero de espécies com sementes

gue armazenam grandes quantidades de galactomananas (BUCKERIDGE et al., 2004).

1.3. Xiloglucanas

As xiloglucanas de sementes (figural), da mesma forma que a celulose, possuem uma
cadeia principal formada por unidades de D-glucopiranoses B(1—4) ligadas, embora esse
esqueleto seja substituido em O-6 por cadeias laterais de unidades de a -D-xilopiranoses, que
modificam as propriedades fisicas do polimero. Os residuos xilosil podem ser substituidos em
O-2 por residuos pB-D-galactopiranosil (HAYASHI; OGAWA; MITSUISHI, 1994). A
xilosilacdo padréo, assim como a identidade e localizacdo das cadeias laterais de acUcar, varia
entre as espécies de plantas e, igualmente, entre populacbes da mesma espécie que se
desenvolvem em ambientes distintos (HOFFMAN et al., 2005; BUCKERIDGE et al., 1992).

Na parede primaéria, pode haver também residuos de fucose ligados a galactose por meio de
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ligagdes a(1—2), 0 que caracteriza as xiloglucanas estruturais. Os residuos de fucose nao
ocorrem, portanto, nas xiloglucanas de reserva (TINE, 2002).

O padréo de oligossacarideos gerados por digestdo com celulase, como ja mencionado,
varia de espécie para espécie, mas, geralmente, possui quatro glucoses na cadeia principal,
trés delas com ramificacbes de xilose, diferindo entre si pelo nimero e posicdo das
ramificacOes de galactose (VICKEN; BELDMAN; VORAGEN, 1997). A xiloglucana de
sementes de tamarindo (Tamarindus indica) é um exemplo ja bem caracterizado desse padrdo
regular (YORK et al., 1990). Apds a descricdo da xiloglucana de tamarindo, outras
xiloglucanas foram também isoladas e descritas, como as de sementes de Copaifera
langsdorffii (BUCKERIDGE et al., 1992); de Hymenaea courbaril (LIMA et al., 1993) e de
Mucuna sloanei (TEIXEIRA, 2005).

Fry e colaboradores (1993) sugeriram uma nomenclatura para os oligossacarideos
livres relacionados as xiloglucanas, estabelecida através das unidades dos oligossacarideos
gue ndo sdo substituidas da esquerda para a direita, designadas pelas letras G (glucose), X
(xilose), L (galactose), F (fucose) e S (arabinose). Quando a unidade redutora de cada

oligossacarideo esta sob a forma reduzida, acrescenta-se a terminagdo “ol” (figura 2).
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Figura 1 — Estrutura quimica parcial de uma xiloglucana de reserva de parede secundéaria (A); estrutura
em cadeira (B).
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ESTRUTURA NOMENCLATURA
ATUAL ANTIGA
Glc—>Glc—Glce XXG -
T 7
Xyl Xyl
Glc—>Glc—>Glc—Glc o XXXG XG7
T T T
Xyl Xyl Xyl
Glc—>Glc—>Glc—Glc o XXLG XG8
L N
Xyl Xyl Xyl
]
Gal
Glc—>Glc—>Glc—Glc o XLLG XG9n
L N
Xyl Xyl Xyl
Gal Gal
Glc—>Glc—>Glc—>Glc o XXFG XG9
T 1
Xyl Xyl Xyl
i
Gal
i
Fuc
Glc—>Glc—>Glc—Glc o XLFG -
T 1
Xyl Xyl Xyl
Gal Gal
i
Fuc

Figura 2 - Estruturas simplificadas e nomenclatura para alguns oligossacarideos relacionados as
xiloglucanas. Nas estruturas, as setas indicam as ligagdes glicosidicas: —», ligagdo B-(1—4); , ligacdo a-
(1-6); N, ligacdo (1—2); e, terminal redutor que pode estar sob a forma reduzida, sendo, entao,
acrescentado o sufixo ol. Fonte: FRY et al., 1993.
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Todas as xiloglucanas analisadas até o momento possuem residuos de galactose 1,2-f-
ligados a cadeias laterais particulares de residuos xilosil, que estdo 1,6-o-ligados a um
esqueleto de 1,4-B-glucana. Essas unidades de galactose podem finalizar as cadeias laterais
das xiloglucanas de reserva de sementes ou podem estar fucosiladas por residuos de fucose
1,2-o-ligados no caso das xiloglucanas estruturais de paredes priméarias de muitas
dicotiledoneas (FAIK et al., 1997). Como os demais polissacarideos componentes da matriz,
as xiloglucanas sdo sintetizadas no complexo de Golgi por transglicosilacdo, requerendo,
portanto, nucleotideos-actcares como doadores (GIBEAUT, 2000). Varios estudos
concordam com que a formacao do esqueleto de xiloglucana é resultado da agdo coordenada e
interdependente de glucosiltransferase (ou sintase) e xilosiltransferase (FAIK et al., 1997). A
incorporacdo de galactose in vivo parece ocorrer logo em seguida ao alongamento da cadeia
principal na cisterna trans-Golgi pela agdo de uma B-galactosiltransferase (BRUMMELL;
CAMIRAND; MACLACHLAN, 1990). A descoberta dessa enzima se deu através da
caracterizacdo do mutante mur3 de Arabidopsis thaliana, feita por Madson e colaboradores
(2003), que verificaram que os defeitos do mutante residiam na xiloglucana. O mutante perdia
galactose no terceiro residuo de xilose dentro do nucleo da estrutura —XXXG-, sugerindo,
assim, que MUR3 poderia ser uma B-galactosiltransferase de xiloglucana.

As xiloglucanas tém sido usadas como espessantes, estabilizantes e agentes
gelificantes em alimentos (GIDLEY et al., 1991; GERARD; DAVIDSON, 1980).

1.3.1. Xiloglucana de Copaifera langsdorffii Desf.

Copaifera langsdorffii Desf., também conhecida como copaiba, balsamo, pau d’6leo e
Oleo-de-copaiba, é uma arvore que atinge até 35 m de altura; distribui-se desde o Nordeste da
Argentina até a Venezuela, sendo encontrada em todo o territério brasileiro, principalmente
nos estados de Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul e Parang, tanto em areas de cerrado
aberto como em éareas de floresta (LORENZI, 1992; ALMEIDA et al., 1998; MACHADO,
1990). As sementes maduras sao exalbuminosas, tendo como reservas proteinas e 6leos em
abundancia, armazenados nos cotilédones (CRESTANA; BELTRATI, 1988).

A xiloglucana de sementes de Copaifera langsdorffii é estruturalmente semelhante a
de tamarindo (T. indica), pois sua composi¢cdo é inteiramente formada por subunidades de
Glcd: XXXG, XLXG, XXLG E XLLG (YORK et al., 1990; BUCKERIDGE et al., 1992).

Os polissacarideos de sementes de copaiba de plantas crescidas em floresta possuem

quantidade levemente maior de galactose que os de sementes de plantas do cerrado (vegetacédo



24

tipo savana). Ambos, porém, apresentaram maior nimero de ramificacdes de galactose que a
xiloglucana de tamarindo. Isso indica diferenca significante na distribuicdo de residuos das
cadeias laterais e maior uniformidade na distribuicdo de unidades repetitivas (BUCKERIDGE
et al., 1992). A proporcdo Glc-Xyl-Gal obtida por Buckeridge e Dietrich (1990) foi de
4:3,0:1,8. Percebe-se que essa xiloglucana é altamente galactosilada, composta,
principalmente, pelo oligossacarieo XLLG (OLIVEIRA JUNIOR; BRAGA; BUCKERIDGE,
2006).

Alcéntara e colaboradores (1999), em estudos sobre a mobilizacdo de xiloglucana de
copaiba, concluiram que endo-B-glucanase, a-xilosidase, B-galactosidase e B-glucosidase
estavam entre as enzimas responsaveis pela hidrolise in vivo da xiloglucana em cotilédones de

C. langsdorffii.
1.3.2. Xiloglucana de Hymenaea courbaril

Hymenaea courbaril var. stilbocarpa € uma leguminosa nativa abundante nas florestas
brasileiras do Nordeste ao Sul. Essa arvore pode atingir de 12 a 20 metros de altura, possui
folhas compostas com um par de foliolos glabros e brilhantes, com tamanho variavel entre 5—
7,5 x 2,5-3,5cm. Os frutos sdo oblongos e cilindricos (figura 3).

Kooiman (1960) foi o primeiro a sugerir a presenca de xiloglucana nas sementes de
Hymenaea com base na coloracdo feita com iodo/iodeto, a qual ficou restrita as paredes
espessas do cotilédone. Todas as sementes dessa espécie, segundo Lima e colaboradores
(1993), possuem 45% de xiloglucana (My, 3.0 x 10°, [a]o= + 79.3, [] = 850 mL/g). Nessa
analise, esses autores encontraram 0s mesmos tipos de ligacGes glicosidicas esperadas para
uma molécula de xiloglucana “normal”. Por meio de hidrdlise enzimatica, foi possivel
observar que a Xiloglucana de jatoba possui uma composicdo semelhante a de Tamarindus
indica (LIMA, et al., 1995). Porém, em 1997, Buckeridge e colaboradores descreveram que a
xiloglucana das sementes de jatoba apresentava caracteristicas estruturais Unicas com base na
composicdo de diferentes blocos oligossacaridicos. A proporcdo Glc-Xyl-Gal obtida foi de
4:3,4:1,2, verificando-se que a xiloglucana de jatoba possui uma propor¢do um pouco maior
de xilose e um pouco menor de galactose em relacdo a xiloglucana de copaiba. A xiloglucana
de jatoba tem, em sua composicao, 50% de subunidades oligassacaridicas “normais” XXXG,
XLXG, XXLG e XLLG, enquanto os 50% restantes sdo devidos a subunidades pertencentes a
uma nova classe, baseada na estrutura XXXXG, e compreendendo tanto essa estrutura quanto

aquelas derivadas dela por substituicdes P-galactosil. Essas caracteristicas unicas da
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xiloglucana de H. courbaril implicam mudangas conformacionais que, provavelmente,

resultam em diferencas nas propriedades moleculares desse polimero, como a solubilidade em

agua, interacOes entre essas moléculas ou entre elas e a celulose.

Figura 3 — Jatoba (Hymenaea courbaril). A: Aspecto geral da planta. B: Detalhe das vagens e das sementes.
Fonte: www.plantarum.com.br

1.3.3. Xiloglucana de Mucuna sloanei

Mucuna sloanei Fawcett & Rendle, pertencente a familia Leguminosae (Fabaceae),
subfamilia Papilonoideae, é encontrada no Nordeste do Brasil, sudeste dos Estados Unidos,
nas llhas do Havai, na Nigéria e alguns paises da Africa (AJIWE; OKEKE; NNABUIKE,
1997). Essa espécie é uma erva trepadeira que produz muitos frutos por planta, possuindo
cada fruto de 1 a 8 sementes (OKIGBO, 1978) (figura 4).

Teixeira (2005) observou que a principal hemicelulose presente na semente de
Mucuna sloanei € a fracdo extraida com agua, chegando a representar 30% do cotilédone, o
que representa 22% do peso seco da semente, mas esse valor ainda é baixo quando comparado
com a xiloglucana de semente de Hymenaea courbaril (jatoba). As andlises feitas com o

polissacarideo derivado da extragdo aquosa evidenciaram a presenga de uma xiloglucana de
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reserva com uma estrutura basica semelhante a encontrada para xiloglucanas de reserva. Essa
xiloglucana apresentou uma razao molar Glc-Xyl-Gal de 1,8:1,7:1,0 e massa molar de 1,6 x
10° g/mol. A andlise dos oligossacarideos ap6s hidrélise enzimética mostrou a proporgéo de
8,98% de XXXG, 1,92% de XLXG, 27,96% de XXLG e 61,14% de XLLG. Essa proporcéo é
semelhante a encontrada para xiloglucanas de sementes de Copaifera langsdorffii e
Tamarindus indica, no entanto, com uma percentagem de XLXG mais baixa do que a
anteriormente encontrada para xiloglucana de Copaifera langsdorffii e uma percentagem bem
mais alta de XLLG (tabela 2).

Figura 4 — Mucuna sloanei. A: Detalhe das vagens verdes e folhas. B: Vagens contendo sementes. C:
Sementes quiescentes inteiras, trituradas e farinha das sementes. Fonte: TEIXEIRA, 2005

Tabela 2: Proporcao de oligossacarideos derivados da digestdo completa em xiloglucanas de diferentes espécies.
*Fonte: LIMA, 2004, modificado por TEIXEIRA, 2005.

Oligossacarideos Fonte de xiloglucana

M. sloanei T. indica* C.langsdorffi*
XXXG 1,00 1,00 1,00
XLXG 0,21 0,30 0,80
XXLG 3,00 1,50 2,00

XLLG 6,81 1,30 4,00
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1.4. Galactomananas

Galactomananas sdo polissacarideos derivados do endosperma de sementes, que
consistem em cadeias poliméricas de residuos B-D-manopiranosil (1—4) ligados, substituidos
em O-6 por unidades de a-D-galactopiranosil (DEA; MORRISON, 1975) (figura 5). Esses
polissacarideos sdo caracteristicos de sementes da familia Leguminosae, que possuem
endosperma e sao classificados como gomas originarias de sementes (PANEGASSI; SERRA;
BUCKERIDGE, 2000). Por terem como principal funcdo a de reserva, durante o processo de
germinacdo, as galactomananas sdo degradadas enzimaticamente e usadas como nutriente
(DAAS; SCHOLS; JONGH, 2000).

Na natureza, o grau de ramificacdo das galactomananas varia de polimeros em que
quase todas as unidades de manose apresentam ramificacdes com galactose a polimeros em
que nenhuma galactose € detectada (BUCKERIDGE et al., 2004). A razdo manose/galactose e
a distribuicdo estatistica dos residuos galactosil pelo esqueleto de manana variam de espécie
para espécie (BAILEY, 1971) e podem variar numa mesma goma de acordo com o tipo de
extracdo e andlise do polimero (PANEGASSI et al., 2000). O grau de ramificacdo por
galactose em galactomananas provavelmente afeta a solubilidade desses polissacarideos em
agua. Quanto menos ramificagdes existirem, mais insollUveis se tornam as moléculas de
galactomananas, enquanto aquelas que possuem menos que 10% de galactose em sua
composicdo irdo precipitar (BUCKERIDGE; REID, 1994). Na familia Leguminosae, ndo sao
encontradas mananas puras (pouco ramificadas) e o grau de ramificacdo € de, no minimo,
uma unidade de galactose a cada quatro unidades de manose (BUCKERIDGE et al., 2004).

A molécula de galactomanana é montada pela acdo de duas glicosiltransferases ligadas
a membrana: uma sintase de manana GDP-manose-dependente, que catalisa sucessivas
transferéncias de residuos de manose da GDP-manose para um aceptor endégeno, alongando
0 esqueleto de manana; e uma galactomanana-galactosiltransferase, que catalisa a
transferéncia de residuos a-galactose da UDP-galactose para formar as cadeias galactosil
laterais. Os residuos de galactomanana podem ser transferidos somente para um residuo
aceptor de manose proximo ou na prépria extremidade ndo-redutora da cadeia principal
crescente (EDWARDS et al., 1989). A biossintese de galactomananas requer uma interacdo
funcional especifica entre a sintase de manana e a galactomanana-galactosiltransferase, sendo
esta Ultima bastante importante, pois determina a razdo manose/galactose e a distribuicéo

estatistica dos residuos galactosil ao longo do esqueleto de manana (EDWARDS et al., 2002).
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Figura 5 — Estrutura quimica parcial de uma galactomanana presente em endosperma de sementes.

As galactomananas séo consideradas importantes aditivos alimentares devido as suas
propriedades, como a capacidade de se ligar a agua, o alto poder espessante, a estabilidade das
solucdes e a capacidade de interagir com outros polimeros para formar gel (NEUKOM, 1989).
Por serem ndo-digeriveis, esses polissacarideos sdo considerados fibras dietéticas nos
alimentos (DEA; MORRISON, 1975). Das galactomananas conhecidas, guar (Cyamopsis
tetragonolobus L.), tara (Caesalpinea spinosa) e caroba ou locusta (Ceratonia siliqua) sé&o as
gomas que predominam em escala industrial em produtos alimenticios (DANIEL et al.,
1994). As galactomananas também sdo bastante utilizadas nas industrias de cosmeéticos,

produtos de papel, tintas e explosivos (BAVEJA et al., 1991).
1.4.1. Galactomanana de Mimosa scabrella Benthan.

Mimosa scabrella, conhecida popularmente por bracatinga, ¢ uma leguminosa arbérea
da familia Mimosaceae, nativa e abundante no Parand, Sudeste brasileiro (GANTER et al.,
1997). As sementes dessa planta sdo ricas em galactomanana, polissacarideo que representa
até 30% do peso seco da semente. A galactomanana de M. scabrella tem uma razdo de
manose/galactose de 1,1:1,0; [0] 5 + 76.9 e viscosidade intrinseca [] = 900 mL/g (YORK et
al., 1990). A toxicidade oral dessa galactomanana foi testada por Ganter e colaboradores
(1997) e a DLsp em ratos foi determinada (> 6000 mg/kg).

A goma de sementes de M. scabrella tem potencial aplicagdo em industrias de
alimentos e cosméticos na regidao metropolitana de Curitiba, como substituinte da goma de
guar (SUGUI, 1994).
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Essa galactomanana tem sido bastante utilizada para fins de pesquisa. Perissutti e
colaboradores (2002) estudaram a interagcdo entre a galactomanana de M. scabrella e as
proteinas do leite. Alguns trabalhos relatam a elaboracdo de tabletes cuja matriz é composta
por xantana e galactomanana de M. scabrella para a liberacdo controlada de drogas, como
teofilina e diclofenaco sédico (VENDRUSCOLO et al., 2005; UGHINI et al., 2004).

1.4.2. Galactomanana de Dimorphandra mollis Benth.

Dimorphandra mollis é uma espécie nativa brasileira pertencente & familia
Caesalpiniaceae e popularmente conhecida por faveira, barbatimdo-de-folha-miuda,
barbatimdo-falso, canafistula, faveiro ou fava d’anta. Esse vegetal possui porte arboreo,
podendo atingir de 8 a 14 m de altura (LORENZI, 1992; FERES et al., 2006)). Seu fruto e
casca sdo explorados comercialmente para extracdo de rutina, um composto do tipo
flavonoide de importante aplicacéo farmacoldgica. Assim, D. mollis € uma espécie importante
dos cerrados e caatingas brasileiras (TOMASSINI; MORS, 1966).

As sementes de D. mollis apresentam um alto teor de galactomanano, sendo 42% o
rendimento do polissacarideo, expresso em percentual do peso seco da semente
(PANEGASSI et al., 2000; BUCKERIDGE; DIETRICH, 1990). A razdo manose/galactose
obtida por Panegassi e colaboradores (2000) para o polissacarideo foi de 2,7:1.

1.4.3. Galactomanana de Stryphnodendron barbatiman

Stryphnodendron barbatiman é uma planta conhecida popularmente por barba-de-
timam, barbatimdo, chardozinho-roxo, abaramotemo, ibatimd, uabatimo, casca do Brasil e
casca-da-virgindade ou casca-da-mocidade. Essa espécie pertence a classe Magnoliatae,
subclasse Rosidae, ordem Rosales, familia Leguminosae (CAMARGO, 1985) e esta
distribuida nas regides do cerrado brasileiro, do Para até Sdo Paulo, passando por Mato
Grosso do Sul e Minas Gerais (CORREIA, 1984).

O barbatimdo tem uso popular terapéutico bastante amplo, sendo empregado como
cicatrizante, antiinflamatorio, hemostatico, anti-séptico, antidiarréico, no tratamento de
ulceras, hemorragias vaginais e gonorréia. Os principios ativos desse vegetal sdo: materia
corante vermelha, renina, mucilagem e substancias tanicas (CAMARGO, 1985). O efeito

toxico das sementes de S. barbatimam foi relatado por Guerra (1980), visto que a
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administracdo dessas sementes em ratas prenhes desde o primeiro ao oitavo dia de gestagédo
causava efeito abortivo.

Ganter e colaboradores (1995) obtiveram o percentual de 25% de galactomanana de S.
barbatiman em relacdo ao peso seco da semente. A razdo manose/galactose nessa
galactomanana é de 1,5:1 (GANTER et al., 1993).

1.4.4. Galactomanana de Adenanthera pavonina

A espéecie arbdérea Adenanthera pavonina L., pertencente a familia Fabaceae e
subfamilia Mimosoideae, é nativa da Asia tropical, sendo popularmente conhecida como olho-
de-dragdo (FONSECA; PEREZ, 2003). Essa arvore (figura 6) é importante fonte fornecedora
de madeira de boa qualidade para construcdes, e 0 cozimento de sementes e madeira dessa
planta é utilizado no tratamento de infeccdes pulmonares, podendo o produto também ser
aplicado externamente no tratamento de oftalmia cronica (BABURAJ; GUNASEKARAN,
1993).

Popularmente chamada carolina, essa planta apresenta-se no Nordeste do Brasil como
uma avore inerme e glabra, podendo alcangar até 15 m de altura. E comumente empregada na
arborizacéo de parques e jardins. As folhas séo pecioladas e paripinadas; as flores, amarelo-
palidas ou raramente brancas, dispostas na forma de espigas. As vagens sdo compridas,
estreitas, curvado-falconadas, com valvas que se enroscam na maturacdo, lancando as
sementes a curta distancia (BAILEY, 1954; BRAGA, 1976).

Segundo Tavares (1998), as sementes apresentam tegumento vermelho brilhante e
endosperma gomoso e espesso. O endospermas representa 15% das sementes de A. pavonina
e estd fortemente aderido ao tegumento. O elevado grau de pureza da galactomanana obtida a
partir desses endospermas € um fator favoravel ao seu uso em nivel de producdo. A razédo
manose/galactose varia de 1,8:1 e 2,4:1 com um valor médio de (2,1+0,3):1. O rendimento
total de galactomanana extraida em relagcdo ao endosperma é de 79,9%, o que corresponde a
12% do peso seco das sementes.

A goma de A. pavonina foi utilizada para o isolamento e purificacdo da lectina

galactose-ligante de Artocarpus incisa (MOREIRA et al., 1998).
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Figura 6 — Adenanthera pavonina. A — Arvore; B — Fruto e sementes.

1.5. Lectinas Vegetais

Na natureza, a ocorréncia de proteinas com atividade hemaglutinante é conhecida
desde o final do seéculo XIX, porém, somente nos ultimos anos, foi descoberta a
especificidade por aglcar que essas proteinas possuem, sendo, assim, denominadas lectinas
(do latim legere) (SHARON, 2007). De forma geral, lectinas de plantas constituem um grupo
heterogéneo de proteinas classificadas com base na sua habilidade de ligar-se, de modo
reversivel, a acglcares simples e/ou carboidratos complexos (VAN DAMMEE et al., 1998).
Segundo Peumans e Van Damme (1995), a presenca de pelo menos um dominio ndo-
catalitico capaz de ligar carboidratos (mono- ou oligossacarideos) de forma reversivel é o
unico pré-requisito para uma proteina ser classificada como lectina.

A histéria cientifica das lectinas teve inicio em 1888, ano da publicacdo da tese de
doutorado de Stillmark, intitulada “Uber Ricin ein giftiges ferment aus den samen von Ricinus
communis L. und einigen anderen Euphorbiaceen”. Stillmark descobriu que o extrato de
sementes de mamona (Ricinus communis) causava a aglutinacéo de eritrocitos e mostrou que
a fracdo ativa desse extrato era uma proteina que nomeou por ricina. O autor também
observou que a fracdo protéica era capaz de aglutinar células epiteliais, células de figado,
leucocitos e relatou que essa fragdo reagia, de maneira distinta, com diferentes tipos de
heméacias (STILLMARK, 1988). A descoberta da ricina foi um marco na bioguimica de

plantas porque foi a primeira proteina vegetal a ter sua atividade biologica bem definida
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(VAN DAMME et al., 2001). Subseqlientemente, H. Hellin demonstrou a presenga de uma
hemaglutinina tdxica nos extratos de sementes de jequiriti (Abrus precatorius), que ficou
conhecida por abrina (SHARON; LIS, 2004).

As lectinas estdo amplamente distribuidas na natureza e ja foram descritas em
sementes, bactérias, virus, vertebrados, cogumelos e venenos de serpentes (KILPATRICK,
2002; SHARON, 1993). Apesar de existir esse grupo de proteinas em todas as formas de vida,
as lectinas mais amplamente estudadas sdo aquelas extraidas de plantas (JEYAPRAKASH et
al., 2003).

Entretanto, somente um numero limitado de plantas superiores contém lectinas em
niveis detectaveis. Dentre as plantas, as familias que possuem o maior nimero de lectinas ja
isoladas sdo Leguminosae e Solanaceae (LIS; SHARON, 1998).

Grande parte das lectinas possui dois ou mais sitios de combinacdo, isto €, sao di- ou
polivalentes; por isso, quando estdo em contato com células, como os eritrdcitos, essas
proteinas irdo, ndo-somente ligar-se aos acucares da superficie celular pelos quais tém
afinidade, como também formar ligacGes cruzadas com as células e causar a precipitacdo das
mesmas. A aglutinacdo de eritrécitos ou hemaglutinacdo causada por lectinas é o principal
atributo dessas proteinas e é usada corriqueiramente para a sua detecgdo em extratos vegetais.
Essa atividade pode ser facilmente inibida pelo aclUcar ligante pelo qual a lectina possui
especificidade (LIS; SHARON, 1998).

As lectinas representam um grupo heterogéneo de proteinas oligoméricas que variam
guanto ao tamanho, estrutura, organizacdo molecular e constituicdo do sitio de combinacao
(LIS; SHARON, 1998). De acordo com Peumans e Van Damme (1995), tendo por base a
estrutura das lectinas antes das modificacGes pds-traducionais e apds a maturacdo, essas
proteinas podem ser classificadas em (figura 7):

Merolectinas: S8o proteinas pequenas, constituidas exclusivamente por um dominio simples
de ligacdo a carboidratos. Devido a essa natureza monovalente, sdo incapazes de precipitar
glicoconjugados ou aglutinar células. Pertencem a esse grupo a heveina, presente no latex de
Hevea brasiliensis, e proteinas monomeéricas de orquideas ligantes de manose.

Hololectinas: Possuem dois ou mais dominios idénticos e homodlogos de ligagdo a
carboidratos. Assim, sdo capazes de aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados. A
maioria das lectinas vegetais pertence ao subgrupo das hololectinas.

Quimerolectinas: Proteinas que possuem pelo menos dois dominios fundidos: um de ligacéo
a carboidrato e um outro dominio ndo-relacionado, com atividade catalitica ou outra funcao

biologica bem definida, que age de forma independente do dominio ligante de carboidrato.
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Um bom exemplo de lectina pertencente a esse grupo € a ricina (RIP tipo Il de Ricinus
communis).

Posteriormente, Van Damme e colaboradores (1998) sugeriram um outro grupo de
lectinas, as superlectinas, proteinas que possuem, no minimo, dois sitios de ligacéo distintos
com afinidade por carboidratos nédo relacionados. A lectina de tulipa pertence a esse grupo e
possui um dominio de ligacdo a manose e um segundo dominio especifico para N-acetil-
galactosamina.

Mais recentemente, Monteiro-Moreira (2002) sugeriu um novo grupo, as

multilectinas, que sdo proteinas com sitios idénticos de ligacdo a distintos carboidratos.
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Figura 7 - Representacdo esquematica dos diferentes tipos de lectinas vegetais: merolectinas, hololectinas,
quimerolectinas, multilectinas e superlectinas. Fonte: PEUMANS & VAN DAMME, 1995 modificado por
TEIXEIRA, 2005.
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1.5.1. Especificidade por Agucar

InteracBes proteina-carboidrato sdo a base de numerosos processos bioldgicos, tanto
normais, quanto patolégicos (SHARON; LIS, 2003). As infecgdes causadas por virus,
bactérias, micoplasma e parasitas; a interagdo entre células e componentes sollveis; a
fertilizacdo; o processo de metastase (cancer) e o crescimento e diferenciagdo celular sdo
exemplos de alguns desses processos (LORIS et al., 1998). Dessa forma, as lectinas de
plantas tém sido um sistema-modelo para o estudo do reconhecimento proteina-carboidrato,
porque, individualmente, elas exibem elevada sensibilidade e, em grupo, ampla diversidade
no reconhecimento de estruturas de acucares (RAVAL et al., 2004).

Lectinas vegetais ligantes de manose ou galactose sdo de interesse especial devido a
capacidade que elas possuem de interagirem com diferentes moléculas enddgenas envolvidas
nas respostas inata e imune especifica. Algumas lectinas de plantas podem mimetizar lectinas
enddgenas de mamiferos, induzindo a migracdo de neutréfilos e células mononucleares in
vivo e in vitro (ALENCAR et al., 2003; LAVASTRE et al., 2004).

O reconhecimento e modificacdo de carboidratos também tém grande importancia para
a mediacdo do enovelamento e secrecdo de glicoproteinas. Esses processos envolvem
proteinas residentes no reticulo endoplasmatico, como a calnexina e a calreticulina, que
possuem dominios lectinicos cruciais para suas fungbes como chaperonas (SCHRAG et al.,
2003).

O fato de reconhecer e se ligar a carboidratos faz das lectinas de plantas proteinas
possivelmente envolvidas no mecanismo de defesa vegetal. Provavelmente, essas lectinas
desempenham papéis que vao além das funcbGes de reserva de nitrogénio e fatores de
reconhecimento especifico, interagindo com glicoconjugados de outros organismos. O papel
fisiolégico desempenhado pelas lectinas esta intimamente ligado aos receptores naturais para
essas proteinas. Os receptores podem ser definidos como glicoconjugados que possuem uma
porcdo glicidica com estrutura complementar aquela do sitio de ligacdo da lectina. Isso
implica que glicoconjugados de diferentes naturezas (glicoproteinas, glicolipideos e
polissacarideos), mas contendo a porcao glicidica idéntica, ou estruturalmente semelhante,
podem atuar como receptores para a mesma lectina (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).
Com excecdo de algumas enzimas, como quitinases, glucanases e glicosidases, as lectinas séo
as unicas proteinas de plantas capazes de reconhecerem e se ligarem a glicoconjugados
presentes na superficie de microrganismos (bactérias e fungos) ou expostos ao longo do trato
intestinal de insetos e mamiferos herbivoros (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).
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Muitos monossacarideos ocorrem na natureza como parte de grandes moléculas, como
oligossacarideos simples ou complexos, ou os polissacarideos. A D-galactose é constituinte de
varios oligossacarideos: lactose, melibiose e rafinose. Polissacarideos que liberam D-galactose
na hidrolise incluem gomas e mucilagens (SZNAIDMAN, 1999).

A especificidade das lectinas pode ser definida em funcdo dos monossacarideos que
inibem as reagdes de aglutinacdo/precipitacdo induzidas pela lectina (BOI et al., 2006). Os
componentes monossacaridicos podem ser classificados em dois grupos, com base no padréo
de reconhecimento das lectinas, funcdo e historia evolucionaria, porém, como é possivel
observar na figura 8, todos 0s agucares, em ambos 0s grupos, na forma piranosidica, mostram
um arranjo em comum da hidroxila do C-3, do oxigénio do anel e dos carbonos das posi¢oes 5
e 6 do anel. Um dos grupos € constituido por glucose, manose e N-acetilglucosamina
(GIcNAC), que possuem o mesmo arranjo de grupos hidroxila equatoriais nas posi¢oes C-3 e
C-4, enquanto o segundo grupo, constituido por galactose e N-acetilgalactosamina (GalNAc),
é caracterizado pela presenca de um grupo hidroxila axial na posicdo C-4. Dessa forma, 0s
dois grupos podem ser distinguidos pela orientacdo do grupo hidroxila do C-4. Dentro de cada

grupo, a orientacdo e substituicdo na posicédo 2 do anel varia (DRICKAMER, 1997).
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Figura 8 — Componentes monossacaridicos. Atomos sdo mostrados nas cores padrao.
Fonte: DRICKAMER, 1997 com modificagdes.
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Entdo, as lectinas podem ser classificadas em cinco grupos, de acordo com oS
monossacarideos pelos quais exibem maior afinidade: manose, galactose/N-
acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, fucose e acido N-acetilneuramico. Particularmente,
lectinas especificas por galactose ndo reagem com glucose (Seu epimero-4) ou manose
(epimero-2 da glucose), nem aquelas lectinas especificas por manose ligam galactose (LIS;
SHARON, 1998).

Além disso, quando o anel piranosidico é formado, dois isdmeros configuracionais
podem ser obtidos devido ao surgimento do centro anomérico em C-1 (SZNAIDMAN, 1999).
O grupo hidroxila no carbono anomérico pode, entdo, assumir as posi¢oes a ou B (CARPITA,;
MCCANN, 2000). Certas lectinas, que possuem a mesma especificidade, combinam-se
preferencialmente, ou, em alguns casos, exclusivamente, com um dos andémeros o ou 3 do
monossacarideo, enquanto outras perderam essa especificidade anomérica (LIS; SHARON,
1998). Algumas lectinas, portanto, reconhecem seqliéncias especificas de sacarideos nédo
somente pela ligagdo glicosidica inter-residual, mas também pela configuragdo anomérica
desses acucares (DE-SIMONE et al., 2006).

1.5.2. Isolamento por cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade é uma técnica cujo conceito foi introduzido por
Cuatrecasas e colaboradores (1961). Atualmente, é uma ferramenta poderosa para a
purificacdo de moléculas biologicamente ativas e € empregada em todos os campos da
biologia, quimica, biologia molecular e biotecnologia (WILCHEK; MIRON, 1999).

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada, a
cromatografia de afinidade é definida como uma técnica cromatografica liquida que faz uso
de interacGes bioldgicas para a separacdo e andlise de analitos especificos dentro de uma
amostra, ou seja, essa técnica é baseada no reconhecimento molecular; tem por base o
principio simples de que todas as biomoléculas normalmente reconhecem outra molécula
natural ou artificial, denominadas ligante ou alvo. Assim, se um dos ligantes é imobilizado em
um carreador polimérico, pode ser usado para capturar seletivamente sua contraparte,
simplesmente passando o extrato celular através da coluna sob condigdes favoraveis para que
a ligacao ocorra. O alvo retido pode ser eluido por mudancas das condi¢des externas, como
forca idnica, pH, solvente e temperatura. Dessa forma, o complexo ligante-alvo se dissocia, e
a molécula desejada sera eluida em uma forma pura (WILCHEK; MIRON, 1999).
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O ligante imobilizado é o fator-chave que determina o sucesso de um método
cromatografico. Como implica a propria definicdo apresentada anteriormente, a maioria dos
ligantes é de origem bioldgica, embora, ao longo do tempo, colunas contendo ligantes
seletivos de origem n&o-biologica tenham sido empregadas. Exemplos sdo boronatos,
complexos de ions metalicos imobilizados e corantes sintéticos. Termos como “cromatografia
de bioafinidade” e ‘“adsor¢do bioespecifica” sdo usados ocasionalmente para especificar
quando o ligante é realmente um composto biolégico (HAGE, 1999).

Em colunas de cromatografia de afinidade, o suporte é usualmente um gel ndo-rigido
de particulas de grande diametro (50 a 400 um), como agarose, dextrana ou celulose. (HAGE,
1999). Consequientemente, um grande nimero de macro-particulas sdo materiais-suporte para
a separacdo cromatogréafica de afinidade e sdo comercialmente Gteis. O suporte mais popular é
a agarose. A literatura mostra que a agarose é usada, em 90% das vezes, como uma matriz de
fase sdlida para cromatografia de afinidade (WILCHEK; MIRON, 1999).

Nas Ultimas décadas, a cromatografia de afinidade foi empregada freqlientemente para
o isolamento e/ou purificacdo de lectinas, na qual a matriz contém o acucar ligante. Se
necessario, a lectina obtida por esse método pode ser submetida a uma segunda cromatografia
de afinidade ou purificacdo adicional por técnicas classicas, como filtracdo em gel, troca
ibnica e interacdo hidrofébica (MONTEIRO-MOREIRA, 2002).

Agrawal e Goldstein (1965) relataram o isolamento da Concanavalina A em Sephadex
G-50. Essa lectina, glucose/manose ligante, foi isolada por cromatografia de afinidade em
matriz comercial preparada a partir de uma glucana produzida por Leuconostoc
mesenteroides, formada por unidades 1—6 ligadas de a-D-glucose.

A busca de ligantes mais seletivos, robustos e/ou reproduziveis tem sido uma
constante (HAGE, 1999). A exploracdo da afinidade inerente a polissacarideos por numerosas
enzimas/proteinas e 0 uso desses agucares em técnicas cromatograficas tém sido reportados
(ROY; SARDAR; GUPTA, 2000; MOREIRA et al., 1998; ROY; SARDAR; GUPTA, 2005;
SORCI et al., 2006). Esses materiais tém as vantagens de serem economicamente viaveis, de
facil uso e atoxicos; logo, o protocolo de separacdo € compativel com a aplicacdo da
enzima/proteina alvo (ROY; SARDAR; GUPTA, 2005).



38

1.5.3. Sitios carboidrato-ligantes e interagdes lectina-carboidrato

Elgavish e Shaanan (1997) propuseram a classificacdo das proteinas ligantes de
carboidratos de acordo com suas caracteristicas topoldgicas no sitio de combinacdo. Dessa
forma, essas proteinas seriam divididas em dois grupos principais: proteinas do grupo | como
as proteinas de transporte periplasmico bacteriano e enzimas, que possuem um sitio de ligacdo
enterrado e engolfa totalmente o ligante sobre o sitio, e proteinas do grupo Il, que diferem das
primeiras por possuirem um sitio raso, superficial, a maioria na forma de uma depressdo na
superficie protéica. Nesse segundo grupo, encontram-se as trés classicas familias de lectinas
(lectinas de legumes, lectinas tipo-C e galectinas), além de outras lectinas de plantas,
proteinas virais, toxinas, anticorpos anticarboidrato e pentraxinas.

Estudos tém mostrado que, assim como as lectinas, os sitios de ligacdo de tais
moléculas também sdo diversos, mesmo quando a especificidade € a mesma. Porém, dentro de
uma mesma familia de lectinas, os sitios podem ser semelhantes (SHARON, 1993; SHARON;
LIS, 2003).

Complexos lectina-carboidrato sdo efémeros, isto é, ambas as partes do complexo
podem existir como entidades separadas. A ligacdo entre lectinas e carboidratos é
caracterizada por baixas mudangas enérgicas, com constantes de dissociacdo que raramente
excedem a gama de millimolar. Indubitavelmente, uma boa complementaridade de superficie
é um dos requisitos para alcancar um empacotamento a interface de duas moléculas que estao
interagindo (GARCIA-HERNANDEZ; HERNANDEZ-ARANA, 1999). Os carboidratos
interagem com lectinas primariamente através de pontes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas, mas, em alguns casos, podem ocorrer coordenacdo metélica e interacdes
eletrostaticas (LIS; SHARON, 1998).

As pontes de hidrogénio estdo extremamente envolvidas nas interacGes proteina-
carboidrato, conferindo especificidade e contribuindo para a afinidade da lectina pelo aguUcar.
A disponibilidade de um grande numero de grupos hidroxila nos aglcares capacita-0s a
participarem de redes complexas de pontes de hidrogénio, formadas usualmente por pontes de
hidrogénio cooperativas, nas quais a hidroxila atua simultaneamente como doador e aceptor
de elétrons (SHARON; LIS, 2003). Tendo por base as estruturas dos monossacarideos na
forma piranosidica, as hidroxilas dos carbonos 4 e 6 sdo os grupos que formam, mais
extensivamente, pontes de hidrogénio, embora a hidroxila em C-3 também esteja engajada em
uma ponte de hidrogénio com um grupamento amida do esqueleto da lectina. Pontes de

hidrogénio, normalmente, ndo envolvem a hidroxila em C-2, pois ela se posiciona fora da
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superficie protéica. Na estrutura da galactose, os grupamentos hidroxilas das posi¢des 3 e 4
estdo envolvido em uma série de pontes de hidrogénio (DRICKAMER, 1997).

Segundo Sharon e Lis (2003), as cadeias laterais dos aminoacidos da proteina
participam das pontes de hidrogénio envolvendo, com maior freqiiéncia, os residuos de
aspartato e asparagina, além de glutamato, glutamina, arginina e serina. Hidrogénio e
oxigénio dos grupos NH e CO da cadeia principal também contribuem para a formacéo de
pontes, porém em uma menor extensdo. Pontes de hidrogénio entre proteina e carboidrato
podem ocorrer mediadas ou ndo por moléculas de agua.

Apesar do carater hidrofilico dos carboidratos, a disposicdo estérica dos grupos
hidroxila cria regibes hidrofébicas na superficie da molécula, que interagem com cadeias
laterais hidrofobicas da proteina. Assim, interacGes hidrofobicas desempenham o principal
papel de reconhecimento das moléculas de agucar pelas lectinas (WEIS; DRICKAMER,
1996). Um exemplo desse tipo de interagdo € o empilhamento de um monossacarideo na
cadeia lateral do aminoacido aromatico do sitio de ligacdo. Podemos destacar, principalmente,
a interacdo entre residuos aromaticos do sitio das lectinas galactose-ligantes e a molécula de
galactose. Um residuo de aminoacido aromatico, geralmente Trp, mas em poucos casos, Tyr e
Phe, possivelmente, é o componente-chave do sitio de ligagdo de diversas proteinas ligantes
de carboidrato. Esse residuo de aminoacido, provavelmente, assegura a orientacdo adequada
do acucar no sitio de ligacdo, pois orienta os atomos de hidrogénio apolares desse sacarideo
em direcdo ao anel aromatico e mantém os atomos de oxigénio afastados desse anel. Os
atomos de hidrogénio C3-H, C4-H, C5-H e C6-H da galactose interagem com o residuo
aromatico em numerosas posicGes-orientacdes. Esses atomos de hidrogénio fazem interacdes
com diferentes regibes do residuo aromatico nos diferentes complexos que podem ser
formados (SUJATHA,; SASIDHAR; BALAJI, 2004).

Sujatha e Balaji (2004) propuseram que a galactose tem a liberdade de se mover ao
longo do plano do residuo aromatico para estabelecer interacdes 6timas com o sitio de ligacdo
das proteinas galactose-ligantes. Apds atingir a distancia apropriada e a orientacdo favoravel
para a galactose em relacdo ao aminoacido aromatico, esse sacarideo estard posicionado de
forma a otimizar também as interagdes com os demais residuos do sitio de ligag&o.

Cations divalentes, como Ca2+ e Mn2+, estdo envolvidos no reconhecimento do
carboidrato no caso das lectinas de leguminosas modelando, indiretamente, o sitio de ligagédo
(WEIS; DRICKAMER, 1996).

Como a lectina e o seu ligante, normalmente, estdo em solugdo aquosa, € comum que a

agua atue como “argamassa’” entre essas duas moléculas devido ao seu pequeno tamanho e
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habilidade em formar pontes de hidrogénio. Tais pontes, denominadas pontes de agua, podem
envolver uma molécula de agua ou cadeias de varias moléculas, mas, normalmente, envolvem
a camada de solvatacéo do acUcar polihidroxilado e a camada se solvatacdo do sitio de ligacao
da lectina (SHARON; LIS, 2003).

E comum que as lectinas apresentem baixa afinidade por monossacarideos e possuam
uma afinidade maior por carboidratos ramificados. Acredita-se que a seletividade por um
determinado ligante € aumentada varias ordens de magnitude por meio de ligantes multiplos
(mecanismos de ligacao adicional em subsitios) e multivaléncia de subunidade (RINI, 1995;
WEIS; DRICKAMER, 1996). Normalmente, um monossacarideo terminal esta ligado ao sitio
de ligacdo primario com monossacarideos adicionais ao longo da cadeia do aguUcar, ligados ao
subsitio secundario da lectina. Multivaléncia de subunidade, por outro lado, ocorre quando
varias subunidades da mesma lectina se ligam a diferentes extensdes de um carboidrato
ramificado (ELGAVISH; SHAANAN, 1997). Garcia-Hernandez e colaboradores (2000),
estudando a métrica da esterioquimica de 32 estruturas de complexos lectina-carboidrato de
oito familias de lectinas diferentes, elucidadas por raios-X, identificaram que as interacGes
nos subsitios primarios sdo mais eficientes que nos outros subsitios. Os subsitios primarios
constituem, geralmente, regides com a hidropatia apropriada para interagir com a superficie
do carboidrato, altamente polar.

Segundo Elgavish e Shaanan (1997), enquanto a seletividade definitiva das lectinas se
deve, provavelmente, aos mecanismos de multivaléncia, o fator principal discriminatério no
reconhecimento de carboidratos € a especificidade primaria por monossacarideos, que é
também indicativo do carboidrato ramificado que estd sendo reconhecido. Dessa forma,
lectinas de leguminosas galactose-especificas requerem a presenca de galactose, ou seus
derivados amino-acetilados para se ligarem. A estereoquimica das pontes de hidrogénio
formadas e a disposicdo preferencial dos residuos aromaticos desempenham um papel-chave

na elicitacdo da especificidade primaria.

1.5.4. Propriedades Estruturais das lectinas de plantas

Como outras proteinas ligantes de carboidrato (enzimas, anticorpos anti-carboidrato,
transportadores de aguUcar...), as lectinas sdo estruturalmente diversas, diferindo quanto ao
tamanho, estruturas terciéria e quaternaria, assim como quanto a estrutura do sitio de ligagéo
(SHARON, 1993).
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As lectinas vegetais podem ser divididas em classes com base no arranjo estrutural das
suas subunidades, destacando-se os grupos de lectinas de leguminosas, lectinas em forma de
B-prisma |, lectinas de monocotileddneas manose-ligantes, lectinas em forma de trevo e
lectinas com dominios heveinicos (BETTLER; IMBERTY; LORIS, 2007).

As estruturas das lectinas de leguminosas diferem quanto a glicosilacdo, quanto ao
nimero de cadeias polipeptidicas em cada subunidade e quanto a estrutura quaternaria.
Porém, as subunidades, em todas elas, tém, essencialmente, a mesma estrutura terciaria: um
arranjo polipeptidico conhecido como “B-sandwish” ou motivo “jelly roll”. Todas as
estruturas estudadas até o0 momento sdo dimeros ou tetrameros formados por dimeros. Dessa
forma, o primeiro passo na associ¢do das subunidades dessas lectinas é a dimerizagdo. Além
disso, sdo o Unico grupo de lectinas vegetais com estrutura conhecida que possui uma
dependéncia funcional de fons metalicos ligados (Ca®* e Mn®*) (BANERJEE et al., 1996;
WRIGHT et al., 1997).

Residuos em quatro loops 91-106, 125-135, 75-83 e 211-216 completam o bolso
ligante de carboidrato em direcdo ao topo direito das subunidades nas lectinas desse grupo. O
local mais invariavel para interacGes com carboidrato em todas as lectinas de leguminosas sdo
Asp83, Gly104 e Asn 127. Uma outra caracteristica ndo-variante nos sitios acucar-ligantes é a
presenca de um residuo de aminoécido aromatico. Essas caracteristicas invariaveis pertencem
ao primeiro dos trés loops mencionados, enquanto interacfes envolvendo o loop 211-216, que
exibe consideravel variabilidade e parece ser, primariamente, responsavel pela especificidade
por aclcar de cada lectina de leguminosas. Esse loop é também altamente variavel em termos
de comprimento, seqiiéncia e conformagdo (BANERJEE et al., 1996).

Lectinas semelhantes a jacalina (lectina de Artocarpus integrifolia) geralmente sdo
tetraméricas e a cadeia polipeptidica esta arranjada em trés subdominios interrelacionados. As
lectinas de Moraceae séo tipicas desse grupo. Cada subdominio € uma folha-p antiparalela de
quatro fitas que simula um motivo “Greek key” e, em conjunto, constituem o arranjo B-prisma
| (WRIGHT, 1997).

As lectinas manose-especificas pertencem normalmente as familias Amaryllidaceae,
Orchidaceae, Alliaceae, Araceae e Liliaceae. Esse grupo é formado por lectinas extraidas de
bulbos vegetais cujas estruturas sdo formadas por dimeros ou tetrameros, exibindo uma
simetria interna de pseudo-trevo, ou simetria 222: trés folhas B antiparalelas (subdominios),
formadas por quatro fitas cada, estdo arranjadas na forma de um prisma triangular. (WRIGHT
etal., 1997).
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Em um outro grupo de lectinas, freqiientemente diméricas, a cadeia polipeptidica é
arranjada em dois dominios semelhantes, cada um com o motivo caracteristico trevo-p (B-
trefoil fold), remanescentes da cadeia-B das toxinas de plantas: ricina e abrina (WRIGHT et
al., 1997).

1.6. Arachis hypogaea

A aglutinina de amendoim (Arachis hypogaea), também chamada PNA, é uma
proteina ndo-glicosilada homotetramérica, com peso molecular de 110 kDa, capaz de
aglutinar eritrécitos humanos de todos os tipos de grupos sanguineos, desde que tratados com
neuraminidase (LOTAN et al., 1975; BANERJEE et al., 1996). Lotan e colaboradores (1975)
foram os pioneiros na purificacdo dessa lectina e determinaram que a concentracdo dessa
proteina a uma absorbancia de 280 nm e célula de 1 cm (A ™) seria de 7,7. PNA foi a
primeira lectina a ter sua especificidade de ligacdo por T-antigeno (antigeno Thomsen-
Friedenreich) relatada. Esse € um dissacarideo Galp1,3GalNAc de origem ndo-oncofetal,
geralmente expresso em 85% dos casos de carcinomas humanos. Dessa forma, proteinas que
se ligam especificamente ao T-antigeno possuem um potencial valor diagnostico
(JEYAPRAKASH et al., 2002).

As quatro subunidades na molécula tém essencialmente a mesma estrutura terciaria.
Banerjee e colaboradores (1996), estudando, por meio de difracdo de raio-X, a estrutura do
complexo PNA-lactose com 2,25 A de resolugdo, observaram que o arranjo terciario, em cada
uma das quatro subunidades, € muito semelhante aquele em outras lectinas de leguminosas,
exceto em relacdo aos loops. Como em outras lectinas de leguminosas, o esqueleto de cada
uma das subunidades consiste de trés folhas 3, sendo uma folha plana de seis fitas (folha 1) no
dorso da subunidade; uma folha curvada de sete fitas (folha 2) em direcdo a fronte da
subunidade e uma pequena folha de cinco fitas (folha 3) , cujo principal papel é manter as
duas outras folhas juntas. Os loops constituem 54% da estrutura. Eles interagem entre si e
com a folha 2, e tais interacGes envolvem atomos tanto da cadeia principal quanto das cadeias
laterais. O arranjo assumido por esses loops é tal, que origina um segundo nucleo hidrofébico
entre a folha 2 e os loops em adi¢éo aquele entre as folhas 1 e 2 (BANERJEE et al., 1996).

Da mesma forma que nas outras lectinas de leguminosas, cada monémero da PNA
possui um fon calcio e um fon manganés. E surpreendente como essa regido ligante de metais
é totalmente conservada nessas lectinas. A distancia calcio-manganés varia entre 4.13 e 4.39
A nas quatro subunidades (BANERJEE et al., 1996).
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Residuos em quatro loops 91-106, 125-135, 75-83 e 211-216 completam o bolso
ligante de carboidrato em direcdo ao topo direito das subunidades, como nas demais lectinas
desse grupo. O residuo de aminoacido aromatico presente no sitio dessa lectina é a Tyr125,
que empilha contra o anel do acucar (BANERJEE et al., 1996).

A molécula de PNA é um tetrdmero muito estavel em pH fisiologico, mesmo em
baixas concentracGes. O tetramero, porém, se dissocia em dimeros quando submetido a baixo
pH. Uma metade da molécula é naturalmente formada pelas subunidades 1 e 2, enquanto a
outra metade é formada pelas subunidades 3 e 4. A formacao dos dimeros de PNA envolve a
associacdo “dorso-para-dorso” através de um contato extensivo entre as folhas [ planas
(folhas 1) de cada mondmero. A regido ligante correspondente a interface 3-4 é livre nas
subunidades 1 e 2, enquanto a correspondente a interface 1-2 é livre nas subunidades 3 e 4.
Dessa forma, o tetramero € uma estrutura aberta. A associacdo quaternaria aberta na lectina de
amendoim é estabilizada por interagdes hidrofobicas, pontes de hidrogénio e interacbes
mediadas pela d&gua. O nimero de moléculas de agua na camada de solvatacdo que envolve
cada subunidade pode variar de 120 a 156 (BANERJEE et al., 1996).

Segundo Loontiens (1983), a lectina de amendoim tem a habilidade de se ligar a
estrutura de glicoconjugados nao-sialilados que estdo a-O-ligados a um residuo de serina ou
treonina em glicoproteinas. PNA parece possuir um extenso sitio de combinacdo, o que faz
com que o T-antigeno, que é um dissacarideo, se ligue 36 vezes melhor que metil-p-galactose

e 14 vezes melhor que metil-B-lactose.
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Figura 9 — Lectina de amendoim (Arachis hypogaea). A — Vista estérica da subunidade da lectina. Os
residuos hidrofébicos estdo evidenciados em vermelho e a cadeia principal em amarelo. B — Dimero de
PNA, mostrando as moléculas de 4gua (representadas por pequenas esferas) na interface. C — Estrutura
guaternaria da PNA. Fonte: BANERJEE et al., 1996

1.7. Artocarpus integrifolia

A jacalina é uma lectina da semente de jaca (Artocarpus integrifolia), que possui
especificidade de ligacdo por galactose e N-acetilgalactosamina. Seu peso molecular é de 66
kDa e é estruturalmente formada por duas cadeias originadas por protedlise pos-traducional
(SANKARANARAYANAN et al., 1996; YANG; CZAPLA, 1993).

Sureshkumar e colaboradores (1982) isolaram e caracterizaram, inicialmente, essa
lectina, mostrando sua marcante especificidade por residuos galactosil a-ligados. Essa
proteina também se liga, especifica e seletivamente, as formas a-ligantes do T-antigeno

(SASTRY et al., 1986). Hagiwara e colaboradores (1998) mostraram que a jacalina é uma
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glicoproteina que, em SDS-PAGE, apresenta duas bandas, uma n&o-glicosilada de
aproximadamente 15 kDa, e uma glicosilada de aproximadamente 18 kDa. Esses mesmos
autores determinaram o valor de absor¢do a 280 nm e célula de 1 cm (A 1°™) de 12,1.

A jacalina foi a primeira lectina para a qual foi descrito o arranjo estrutural B-prisma
I. Essa lectina é um tetramero com simetria 222, no qual cada uma das quatro subunidades é
formada por uma cadeia o principal de 133 aminoacidos e uma cadeia p menor de 20
aminoacidos. A estrutura cristalina dessa proteina indica que cada subunidade exibe um
dobramento simétrico na forma de B-prisma tipo I, compreendendo trés sitios (Greek keys),
que consistem de quatro folhas B padrdo (SANKARANARAYANAN et al., 1996).

A estrutura cristalina também mostra um sitio-ligante de carboidrato por subunidade.
Os residuos que formam o sitio de ligacdo emergem de diferentes loops (46-52; 76-82; 122-
125) e do N-terminal da cadeia o (JEYAPRAKASH et al., 2003). A arquitetura do sitio de
ligagdo na estrutura cristalina sugere que a clivagem no loop, originada por protedlise pos-
traducional, resultando em um grupo de aminoacidos livres, é uma caracteristica-chave na
criagdo de um contorno apropriado para formar um bolso de ligacdo (RAVAL et al., 2004).

Uma anélise completa das interacbes proteina-ligante, feita por Jeyaprakash e
colaboradores (2003), mostrou que o sitio ligante da jacalina é composto por trés subsitios:
sitio primario de ligacdo e sitios secundarios A e B.

Jeyaprakash e colaboradores (2002), estudando a interacdo da jacalina com o antigeno-
T (Galpl-3galNAc), revelaram que o sitio primario de ligagdo a carboidrato da lectina esta
ocupado pelo motivo GalNAc do dissacarideo (figura 10). As intera¢fes desse residuo com a
lectina s&o as mesmas em todas as subunidades e parecem envolver um forte componente
eletrostatico. O sitio de ligacdo da proteina contém um conjunto de cargas positivas formadas
pelos residuos Gly121N, Tyr122N e Trp123N. Por outro lado, os motivos galactose/N-
acetilgalactosamina do T-antigenoo sdo carregados positivamente numa face, denominada
face B, e negativamente na face oposta a essa. O anel aromatico, contendo elétrons = da
Tyr78, empilha na face B, como em outras lectinas Gal/GalNAc especificas, enquanto a
porcdo positiva do sitio de combinacdo interage com o lado negativamente carregado do
carboidrato.

A estrutura € praticamente a mesma no complexo descrito e no complexo com metil-a-
galactose. A principal diferenga entre os complexos reside na orientagdo do anel aromatico da
Tyrl22, causando a abertura do sulco formado pelos residuos de Tyr78 e Tyr122 no complexo
da jacalina com metil-a-galactose (JEYAPRAKASH et al., 2002).
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Sulco Sulco

Figura 10 —Estrutura do complexo jacalina-T-antigeno. Os loops envolvidos na ligacdo com o agucar estdo
numerados em uma das subunidades (A); Sulco do sitio de ligagdo do complexo jacalina-T-antigeno (B) e
jacalina-metil-a-galactose (C).

Fonte: JEYAPRAKASH et al., 2002.

Ao nivel de monossacarideos, a jacalina liga-se com maior afinidade a metil-a-
galactose e a N-acetil-galactosamina que a galactose. A estrutura do complexo metil-a-
galactose sofre interacbes estéricas favoraveis do grupo metil do ligante com residuos
aromaticos Phe47, Tyr78, Tyrl22 e Trpl23 (sitio secundario A), explicando, assim, a alta
afinidade obtida pela substitui¢do o-metil. A substitui¢do metil no aglicar f-anomérico pode
levar a colisGes estéricas severas com o residuo de Tyrl22, causando uma afinidade da metil-
B-galactose menor que a da galactose (JEYAPRAKASH et al., 2002). Estudos calorimétricos
realizados por Jeyaprakash e colaboradores (2005) revelaram que metil-a-galactose se liga a
jacalina com afinidade 27 vezes maior que a galactose o faz. Além disso, foi observado
também que o epimero 2,4 da galactose, a manose, é também capaz de ligar-se a essa lectina,
revelando uma multi-especificidade de ligacdo, porém com afinidade 20 vezes menor.
Evidéncias levaram esses mesmos autores a colcluirem que a jacalina é especifica para O-
glicanos em virtude da presenca neles de galactose e que a sua afinidade por N-glicanos é

bastante fraca ou inexistente.
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Figura 11 — Visao estérica do sitio ligante da jacalina com os ligantes (A) melibiose (Galal-6Glc) e (B)
metil-a-T-antigeno (Galp1-3GalNAc-a-O-me). Fonte: JEYAPRAKASH et al., 2003

A jacalina tem recebido atencdo consideravel no que diz respeito a sua habilidade de
ligar-se a numerosas glicoproteinas, incluido IgA;, IgD, CD4", hemopexina, plasminogénio,
gonadotropina coridnica, proteina Z bovina, fator X de coagulacdo bovino, fetuina e
asialofetuina. Todas elas possuem o dissacarideo T-antigeno O-ligado ao cerne da proteina,
muitas vezes em adicdo a glicanos N-ligados (JEYAAPRAKASH et al., 2003).

1.8. Artocarpus incisa L.

Artocarpus incisa L. € uma planta comum, amplamente distribuida em regides
tropicais. Moreira e colaboradores (1998) descreveram o isolamento da lectina de A. incisa
por meio de cromatografia de afinidade em coluna de galactomanana de Adenanthera
pavonina. Essa lectina, denominada frutalina, demonstrou-se capaz de aglutinar eritrocitos
humanos do sistema ABO e eritrocitos de coelho mais fortemente que eritrocitos de vaca,
cabra, porco e ovelha. A sua atividade hemaglutinante ndo foi inibida pelo acucar galactose,
embora tenha sido caracterizada como uma lectina galactose-ligante. Esses dados sugerem
uma estrutura mais complexa para a especificidade a carboidrato. Além disso, a frutalina ndo
¢ uma metaloproteina, ja que sua atividade hemaglutinante ndo foi afetada pela dialise
prolongada da lectina contra EDTA 0,2 M.

O conteudo de carboidrato obtido para essa proteina foi de 2,1%. A composi¢do de
aminoacidos revelou um baixo contetdo de aminoacidos sulfurados e um elevado contetido
de aminoéacidos &cidos e hidroxilados. A massa molecular relativa para a frutalina foi de

aproximadamente 49 kDa, sugerindo uma estrutura tetramérica. Por SDS-PAGE, essa
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proteina apresenta duas bandas com massa molecular aparente de 15,5 e 12 kDa. Essa lectina,
quando dissolvida em NaCl 0,15 M, teve um valor de absorvitividade molar a 280 nm e 1 cm
de célula (A1 °™) de 10,73. A presenca de isoformas também foi sugerida. A estrutura da
frutalina mostrou-se muito semelhante a da jacalina devido a presenca de um dobramento
simétrico na forma de B-prisma tipo I, compreendendo trés sitios (Greek keys), que consistem
de quatro folhas p padrdo (MOREIRA et al., 1998). Quando a sequéncia dos 63 primeiros
residuos de aminoacidos da porcdo N-terminal da frutalina foi comparada com a da jacalina,
foi observada uma identidade em torno de 97% entre as duas lectinas (MONTEIRO, 1998)

A frutalina mostrou interacdo especifica com galacto-componentes de neutrdfilos,
induzindo a migragdo dessas células, quando injetada em cavidade pleural de rato. Além desse
efeito migratério in vivo, a frutalina é capaz de ativar, diretamente, neutréfilos in vitro,
induzindo quimotaxia e engatilnando o rompimento oxidativo. A frutalina induziu também
uma rapida e expressiva alteracdo na dindmica actina-citoesqueleto em neutrdfilos e foi capaz
de ativar vias tirosina-quinase dependentes (BRANDO-LIMA et al., 2005).

Recentemente, mostrou-se que a frutalina é um potente ativador mitogénico de
linfécitos humanos, visto que estimulou a proliferacdo dessas células in vitro. Dessa forma,
essa lectina pode ser uma ferramenta Gtil no estudo de mecanismos intracelulares
acompanhados de ativacdo de células T (BRANDO-LIMA et al., 2006).

1.9. Ricinus communis

Ricina € uma proteina heterodimeérica com massa molecular de aproximadamente 66
kDa, isolada de sementes de Ricinus communis (familia Euphorbiaceae). E uma lectina toxica,
que consiste de duas cadeias polipeptidicas (cadeia A de 32 kDa e cadeia B de 34 kDa),
ligadas por uma ponte dissulfeto (DESPEYROUX et al., 2000). A cadeia B lectinica possui
os sitios ligantes de carboidratos, especificos por galactose e N-acetilgalactosamina, enquanto
a cadeia A enzimatica é desprovida de tais sitios e responsavel pela atividade RNA N-
glicosilase e consequente interrupcdo da sintese protéica. Assim, a cadeia B é capaz de se
ligar a residuos de galactose f-1,4-ligados de glicolipideos e glicoproteinas da superficie
celular, facilitando o transporte da lectina tdxica para o interior da célula (SHARON; LIS,
2003; LORD et al., 2003). De acordo com Ishiguro e colaboradores (1964), para estimar a
concentragdo da ricina por medidas espectrométricas a 280 nm, uma solugdo contendo 1 mg

de ricina por mL assume absorbancia Azg= 1,156.
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A ricina foi a primeira proteina inativadora de ribossomos a ter sua estrutura
tridimensional resolvida por cristalografia de raios-X. A cadeia A da ricina é formada por 267
residuos de aminoacidos e liga-se a cadeia B, de 262 residuos, por meio de uma ponte
dissulfeto. Na cadeia A, os residuos Tyr®®, Tyr'?®, Glu*”’, Arg™® e Trp?! formam o sitio de
ligacdo & adenina. O anel da adenina posiciona-se entre a Tyr®® e a Tyr'?®. Existem ainda seis
residuos de aminoacidos (Asn’®, Arg™®*, GIn'", Ala'®, GIu?® e Asn®®) que, embora néo
estejam envolvidos diretamente na atividade enzimatica, sdo importantes na manutencao da
conformacao catalitica (VAN DAMME et al., 2001).

A cadeia lectinica da ricina compreende dois dominios globulares interligados, cada
um formado por trés subdominios (a, B, ¢ y). Quatro pontes dissulfeto estabilizam o
enovelamento da cadeia B. Cada dominio possui um sitio de ligacdo a carboidratos,
localizados nos subdominios la e 2y. Ambos os sitios ligam residuos de galactose por meio
de quatro (no dominio 1) ou trés (no dominio 2) pontes de hidrogénio (VAN DAMME et al.,
2001). Mesmo formando uma ponte de hidrogénio a mais, o dominio 1 possui baixa
afinidade, enquanto o dominio 2 possui alta afinidade de ligacdo por lactose. Além disso,
somente o sitio do dominio 2 é capaz de acomodar N-acetil-galactosamina. Além das pontes
de hidrogénio, ocorrem interacGes hidrofobicas entre o anel piranosidico do agUcar e residuos
aromaticos ou hidrofébicos do sitio (YAMASAKI; HATAKEYAMA; FUNATSU, 1985;
HATAKEYAMA; YAMASAKI; FUNATSU, 1986). Ficou claro, em trabalho desenvolvido
por Wu e colaboradores (2006), no qual foi relatada a inexisténcia de afinidade da ricina por
glucose e manose, que a configuracdo dos carbonos 4 e 2 na galactose sdo essenciais para a
ligagdo com essa lectina.

Wu e colaboradores (2006) demonstraram que oligossacarideos que possuem
galactose B(1-4)/B (1-3) como ligantes fazem potentes ligagdes com os dominios da cadeia
lectinica da ricina e que forgas hidrofébicas sdo importantes para a interagdo com a (-
galactose. Nesse trabalho, os autores mostram também a afinidade da ricina pelo dissacarideo
Gal B1-3GalNAc (antigeno T). Segundo esses autores, o sitio carboidrato-ligante da ricina
também ¢ capaz de ligar o a-andmero da galactose, embora com menor afinidade que pelo -
andmero.

As sementes de Ricinus communis possuem, além da ricina, a aglutinina de ricinus,
que consiste de quatro cadeias peptidicas. E uma lectina com massa molecular de 120 kDa
gue ndo possui atividade tdxica, mas é capaz de aglutinar eritrécitos espontaneamente. Essa
proteina ndo é tdo bem-caracterizada quanto a ricina (OLSNES; SALTVEDT; PIHL, 1974).
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W160S

Figura 12 — Ricina (A); Cadeia B da ricina mostrando os sitios de ligacdo e a distancia entre eles (B).
Fonte: BETTLER et al., 2007; FRANKEL et al., 1996.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi investigar a interacdo de lectinas D-galactose-ligantes
com xiloglucanas e galactomananas de sementes, evidenciando a especificidade que essas
lectinas possuem pelos anomeros o ¢ [ da galactose, a fim de propor o usO desses
polissacarideos como ferramenta no isolamento e determinacdo da especificidade anomérica

de lectinas D-galactose-ligantes.
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3. MATERIAIS

3.1. Sementes

As sementes de Mucuna sloanei foram coletadas no interior do Ceard, identificadas
em comparagdo com uma exsicata catalogada sob o nimero 000024482 no Herbario Prisco
Bezerra — EAC (UFC) e adequadamente estocadas. As sementes de Artocarpus incisa L., A.
integrifélia e H. courbaril foram obtidas de arvores encontradas no municipio de Maranguape
(Ceard). Sementes de Adenanthera pavonina e C. langsdorffii foram colhidas na regido
metropolitana de Fortaleza e as sementes de Arachis hypogaea foram obtidas comercialmente

na mesma cidade. As sementes de R. communis foram coletadas na praia do Presideo (Ceara).
3.2. Polissacarideos

Amostras de polissacarideos de Mimosa scabrella, Stryphnodendron barbatiman e
Dimorphandra mollis foram gentilmente cedidas pelos pesquisadores Dra. Fany Reicher, Dra
Carmen Lucia de O. Petkowicz e Dr. Marcos Silveira Buckeridge.

3.3. Hemécias

Hemécias de coelho foram obtidas de animais provenientes do Biotério do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara.

3.4. Outros materiais

Kit de calibracdo de peso molecular baixo para eletroforese (PAGE-SDS) da
Amersham Pharmacia Biotech. Epicloridrina, TEMED, acrilamida e metileno-bisacrilamida
da Sigma chemical Co., St. Louis, USA.

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.
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4. METODOS

4.1. Isolamento dos polissacarideos de sementes

4.1.1. Xiloglucana de sementes de Mucuna sloanei

A extracdo da xiloglucana de sementes de M. sloanei foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Teixeira (2005), com modificacdes (Figura 13). As sementes foram
previamente quebradas para a retirada da casca e separagdo dos cotilédones. Em seguida,
esses cotilédones foram triturados, e a farinha obtida nesse processo foi submetida a uma
inativacdo enzimatica, descrita por (ZAWADZKI-BAGGIO et al, 1992), substituindo metanol
por etanol na proporcédo 4:1 v/v (etanol:agua), sob refluxo de 30 minutos.

ApOs a etapa de inativacdo enzimética, o material foi centrifugado a 10.000 x ¢
durante 30 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o residuo foi submetido a extracdo
aquosa, por 1 hora, seguido de centrifugacdo a 10.000 x g durante 30 minutos. O sobrenadante
obtido no processo (denominado sobrenadante 1) foi precipitado com etanol (1:3 v/v) e
submetido a extracdo aquosa por 1 hora, seguido de centrifugacdo a 10.000 g durante 30
minutos. O sobrenadante obtido (sobrenadante 2) foi precipitado em etanol, desidratado em
acetona P.A (overnight), secado a vacuo, macerado e triturado para a obtencao da xiloglucana
pronta (em pd), a qual foi utilizada nos experimentos posteriores. Os residuos obtidos nas
centrifugacdes foram solubilizados em agua destilada, centrifugados a 10.000 x g durante 30
minutos e precipitados em etanol (1:3 v/v), sendo, em seguida, desidratados em acetona P.A.

(overnight), secados a vacuo, macerados e triturados para a obtencdo da xiloglucana pronta.
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SEMENTES
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Figura 13 — Extracdo de xiloglucana de mucuna (M. sloanei).
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4.1.2. Xiloglucanas de sementes de Hymenaea courbaril e Copaifera langsdorffii

A extracdo das xiloglucanas de sementes de jatoba (Hymenaea courbaril) e copaiba
(Copaifera langsdorffii) foi realizada como mostra a Figura 14.

Visando a retirada do tegumento (destegumentacdo) e a inativagdo enzimatica, as
sementes foram submetidas a uma fervura por um periodo de 40-50 minutos. Ao final, os
cotilédones destegumentados foram pesados.

Em seguida, os cotilédones foram colocados em um liquidificador, juntamente com
agua destilada na proporcdo 1:50 p/v e, entdo, triturados. Em seguida, esse material foi
centrifugado a 6.000 x g, durante 20 minutos, 4°C. Ao final da centrifugacdo, duas fracoes
foram obtidas: um residuo, denominado residuo 1, e um sobrenadante, denominado
sobrenadante 1.

O sobrenadante 1 foi precipitado em etanol na proporcao de 1:3 v/v. O polissacarideo
obtido foi secado a vacuo para a retirada do excesso de etanol. Em seguida, esse
polissacarideo foi pesado, ressolubilizado em agua destilada (1:10 p/v) e centrifugado a 6.000
X ¢, por 20 minutos. O residuo obtido (denominado residuo 2) seguiu as mesmas etapas do
residuo 1, descritas a seguir. J& o sobrenadante obtido (denominado sobrenadante 2) foi
precipitado em etanol (1:3 v/v), dando origem ao polissacarideo final (xiloglucana), o qual foi
desidratado em acetona P.A. (overnight), secado a vacuo, macerado e triturado. A xiloglucana
foi armazenada para uso posterior.

O residuo 1, obtido na primeira centrifugacdo, foi pesado, ressolubilizado em agua
destilada (na proporcao 1:10 p/v) e centrifugado a 6.000 x g por 20 minutos. O residuo obtido
nesse processo foi descartado, e o sobrenadante obtido (denominado sobrenadante 3) foi
submetido as mesmas etapas do sobrenadante 2 (descritas acima) para a obtencdo da

xiloglucana final.
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SEMENTES
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Figura 14 — Extracdo das xiloglucanas de sementes de jatoba (H. courbaril) e copaiba (Copaifera
langsdorffii).
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4.1.3. Galactomanana de sementes de Adenanthera pavonina

A extracdo da galactomanana endospérmica de carol (Adenanthera pavonina) foi
realizada como mostra a Figura 15.

Inicialmente, foi feita a retirada do tegumento (destegumentacdo) e a inativacao
enzimaética; essas sementes foram submetidas a um aquecimento a 100 °C, em agua destilada,
por 20 minutos. Em seguida, permaneceram intumescendo em A&gua destilada a 4 °C
(overnight) e, apds a separacdo mecanica, o endosperma foi triturado em liquidificador,
juntamente com &gua destilada, na proporcdo 1:10 p/v. O material obtido foi centrifugado a
6.000 x g durante 20 minutos a 4°C.

Ao final da centrifugacdo, duas fracdes foram obtidas: um residuo, o qual foi
descartado, e um sobrenadante, o qual foi precipitado em etanol 95% na propor¢do de 1:3
(v/v). O polissacarideo obtido (galactomanana 1) foi secado a vacuo para a retirada do
excesso de etanol, sendo, em seguida, pesado, ressolubilizado em agua destilada (1:10 p/v) e
centrifugado a 6.000 x g por 20 minutos. O residuo obtido foi descartado, e o sobrenadante
(galactomanana 2) foi precipitado em etanol (1:3 v/v), desidratado em acetona P.A.
(overnight) e secado a vacuo, dando origem ao polissacarideo final (galactomanana), o qual

foi utilizado nos experimentos posteriores.
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SEMENTES
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Figura 15 — Esquema de extracéo da galactomanana de sementes de carol (A. pavonina).
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4.2. Determinacéo de proteinas soluveis

O contetdo de proteina das amostras (50 mg/ 25 mL) de todos os polissacarideos,
inclusive os que foram cedidos para uso neste trabalho, foi estimado de acordo com o0 método
de Lowry modificado por Hartree (1972), sendo as leituras feitas a 660 nm. O padréo

utilizado foi albumina serica bovina (BSA) nas concentragdes de 10-100 pg/mL.

4.3. Reticulacao do polissacarideo com epicloridrina

Os polissacarideos obtidos foram tratados com epicloridrina na presenca de NaOH,
seguindo o mesmo procedimento que Appukutan e colaboradores (1977). A 0,5 g de cada um
dos polissacarideos foram adicionados 0,15 mL de epicloridrina e 1,5 mL de NaOH 3 M. A
mistura foi agitada manualmente, mantida em estufa por 24 horas a 40 °C e por mais 12
horas a 70 °C. Apds esse periodo, o material foi lavado exaustivamente com agua destilada,
até que o pH ficasse neutro. O material foi homogeneizado e passado em peneira de
aproximadamente 30 mesh, tendo as particulas finais sido retiradas por lavagem exaustiva
com agua destilada.

A partir do material reticulado, foram montadas sete colunas cromatograficas em
seringas hipodérmicas. A montagem foi feita deixando-se o gel sedimentar por gravidade.
Posteriormente, as colunas foram equilibradas com NaCl 0,15 M e, em seguida, foram feitas
lavagens exaustivas com tampao glicina-HCI 0,1 M pH 2,6 contendo NaCl 0,15 M, para que
todo o resquicio de proteina presente nos polissacarideos fosse retirado. Por fim, cada coluna

foi novamente equilibrada com NaCl 0,15 M.

4.4. lsolamento das lectinas de Arachis hypogaea (PNA), Artocarpus integrifolia

(Jacalina), Artocarpus incisa (frutalina) e Ricinus communis (ricina).

4.4.1. Preparo dos extratos brutos

Farinhas de Arachis hypogaea, Artocarpus integrifolia, Artocarpus incisa e Ricinus
communis foram obtidas pela trituracdo das sementes integras, livres de tegumento. A farinha
de R. communis e Arachis hypogaea foram delipidadas overnight em hexano P.A. As

farinhas obtidas foram acondicionadas em frascos fechados a temperatura ambiente.
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A extracdo protéica, a partir das farinhas de A. integrifolia e A. incisa, foi feita
suspendendo-se a farinha em solugcdo de NaCl 0,15 M na proporg¢do de 1:10 (m/v) e deixando
a mistura em agitacao continua por trinta minutos a temperatura ambiente. Para as farinhas de
R. communis e A. hypogaea, seguiu-se a mesma metodologia, diferindo somente quanto a
proporcdo de farinha para a solugdo de NaCl 0,15 M, que foi de 1:20 (m/v). As suspensoes
obtidas foram centrifugadas a 9.000 x g por trinta minutos a 4° C. Os residuos foram
descartados e os sobrenadantes filtrados em papel de filtro (extrato total), aliquotados e

acondicionados em frascos de vidro fechados a 4 °C.

4.4.2. Cromatografia de Afinidade

Para cada um dos extratos preparados foram feitas sete cromatografias de afinidade,
sendo trés em colunas de xiloglucanas (H. courbaril, M. sloanei e C. langsdorffii) e quatro em
colunas de galactomananas (S. barbatiman, A. pavonina, M. scabrella e D. mollis). Cada
coluna foi previamente equilibrada com solucdo de NaCl 0,15 M. O fluxo foi regulado para
30 mL/h. O extrato foi aplicado na coluna: 2 mL dos extratos de A. integrifolia ou A. incisa,
ou 4 mL dos extratos de A. hypogaea ou R. communis. O extrato, entdo, permaneceu em
contato com a coluna por um tempo de 15 minutos (para os extratos de A. integrifélia ou A.
incisa) ou 1 hora (para os extratos de A. hypogaea ou R. communis). O material néo retido
(pico 1) foi eluido com a solucgéo de equilibrio e a fracdo retida na matriz cromatogréafica (pico
I1) foi eluida com tampao glicina-HCI 0,1 M pH 2,6 contendo NaCl 0,15 M. A concentracédo
protéica foi monitorada por leitura de absorbancia a 280 nm, e os perfis cromatograficos

foram comparados.

4.5. Ensaio de atividade hemaglutinante

Os ensaios de atividade hemaglutinante foram realizados conforme metodologia
descrita por Moreira e Perrone (1977). As placas de microtitulacdo receberam, inicialmente,
50 uL de tampdo Tris-HCI 0,1 M pH 8,6 contendo NaCl 0,15 M em cada poc¢o; em seguida,
50 pL das amostras foram acrescentados ao primeiro poco de cada fileira e diluidas duplo-
seriadamente. Posteriormente, foi adicionado a essa dilui¢do igual volume de uma suspenséo
de hemacias a 2% (diluida em NaCl 0,15 M). Para esse ensaio foram utilizados eritrcito nao-
tratados de coelho. As placas foram incubadas por 30 minutos a 37 °C, seguindo-se um
repouso de 30 minutos a temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, foi, entdo, procedido a
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visualizagdo dos aglutinados a olho nu. Os titulos de hemaglutina¢do foram calculados como
sendo o inverso da maior diluicdo ainda capaz de provocar aglutinacdo das hemécias.

4.6. Ensaio de atividade toxica

Para 0 ensasio de atividade toxica foi utilizada uma dose letal, maior que a pré-
estabelecida para a ricina (DL50= 8 ug/Kg de peso corpdreo) por Olsnes e Pihl (1973). Uma
dose de aproximadamente 30 pg/Kg de peso corpéreo de ricina foi injetada na cavidade
intraperitoneal de camundongos da raca swiss, sendo observadas as sintomatologias e o tempo

de sobrevivéncia.

4.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS)

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS e f-
mercaptoetanol foram realizados segundo a técnica de Laemmli (1970), usando-se um gel de
aplicacdo de 3,5% de acrilamida em tampéo Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e um gel de separacéo a
15% em tampdao Tris-HCI 3,0 M pH 8,8 e SDS 1%, adaptada para o uso em placas medindo
10 x 8 cm (Sistema Hoefer SE250 - Pharmacia Biotech). O tampéo de corrida foi preparado
com Tris 0,025 M, glicina 0,2 M e SDS 0,1% a pH 8,3. As amostras dissolvidas em tampé&o
tris-HCI  0,0625 M, pH 8,3, contendo SDS 10%, com e sem f-mercaptoetanol, azul de
bromofenol 0,02% e em seguida incubadas a 110 °C por 5 minutos. Para aumentar a
densidade, facilitando a aplicacdo, foi adicionado ainda cristais de sacarose. Aliquotas de 10
uL das amostras tratadas foram aplicadas no gel, e entdo submetida a uma corrente de 40 mA
durante aproximadamente uma hora e trinta minutos. Os padrées utilizados foram: fosforilse b
(97kDa), albumina sérica bovina (66kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30 kDa),
inibidor de tripsina (20,1 kDa) e o-lactalbumina (14,4 kDa). Os géis foram revelados com
prata, segundo a metodologia descrita por Blum e colaboradores (1987).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fato de as lectinas se ligarem de forma reversivel aos carboidratos pelos quais
possuem afinidade é uma caracteristica que tem sido bastante explorada para o isolamento e
/ou purificacdo dessas proteinas. A melhor maneira de isolar lectinas tem sido por meio de
cromatografia de afinidade em matrizes contendo carboidratos (LIS; SHARON, 1998). Dessa
forma, muitas matrizes cromatograficas foram desenvolvidas e/ou utilizadas para esse fim
(DE-SIMONE; NETTO; SILVA, 2006; INA et al.,, 2005; GARROS-ROSA; REICHER;
PETKOWICZ, 2006; TEIXEIRA, 2007).

Os polissacarideos de reserva de sementes (galactomananas e xiloglucanas) séo
polimeros que, naturalmente, possuem residuos de D-galactose expostos na estrutura. Essa é
uma caracteristica que ja tem sido explorada, principalmente nas galactomananas, para o
isolamento de lectinas galactose-ligantes (MOREIRA et al., 1998, GARROS-ROSA;
REICHER; PETKOWICZ, 2006). Porém, xiloglucanas e galactomananas diferem quanto ao
carbono anomeérico dos residuos de galactose que estdo expostos. O fato de os residuos de
galactose serem a-ligados em galactomananas e B-ligados em xiloglucanas se deve as enzimas
(galactosiltransferases) que adicionam esses residuos nas moléculas. Essa caracteristica € uma
grande vantagem das matrizes formadas a partir dos polissacarideos vegetais em relacdo as
matrizes comerciais sintéticas, cujos residuos de galactose expostos sdo uma mistura dos
andmeros.

De acordo com o que foi descrito na literatura, pode-se perceber quéo distintas sdo as
lectinas utilizadas neste trabalho. Embora sejam D-galactose-ligantes, jacalina, frutalina,
ricina e PNA apresentam estruturas diversas e sitios de ligacdo bastante diferentes. Isso faz
com que essas lectinas possuam afinidades também distintas quanto aos anémeros o e § da

galactose e pode ser uma razao para diferentes interacGes frente as matrizes utilizadas.

5.1. Extracao dos polissacarideos e determinacéo de proteinas soltveis

Inicialmente, foi realizada a extracdo dos polissacarideos de H. courbaril, C.
langsdorffii e M. sloanei, como descrito na metodologia. Apds a obtencdo dos
polissacarideos, uma aliquota (50 mg de polissacarideo/ 25 mL de agua destilada) de cada
material foi utilizada para a determinacdo de proteinas sollveis pelo método de Lowry

modificado por Hartree (1972). O resultado obtido, ilustrado na tabela 3, indica que a
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quantidade de proteinas solUveis estd dentro dos valores esperados, sendo inferior a 5% para
todas as amostras, demonstrando a pureza dos polissacarideos.

Tabela 3 — Determinacgdo de proteinas solGveis pelo método de Lowry, modificado por Hartree (1972), das
amostras dos polissacarideos de A. pavonina, S. barbatiman, M. scabrella, D. mollis, C. langsdorffii, H.
courbaril e M. sloanei.

Amostras Proteina (%)
A. pavonina 1,2
S. barbatiman 2,8
M. scabrella 3,2
D. mollis 2,9
C. langsdorffii 0,9
H. courbaril 2,4
M. sloanei 3,9

Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira Junior e colaboradores (2006),
guando a extracdo da xiloglucana de copaiba resultou em um rendimento de 46,7% do peso de
po seco da semente, contendo 0,4% de proteinas como contaminantes, indicando, portanto,

que o polissacarideo obtido apresentou um grau de pureza bastante elevado.

5.2. Preparacdo das matrizes de afinidade

Uma vez verificada a pureza destes polissacarideos, os mesmos foram utilizados para
a preparagcdo de matrizes para cromatografias de afinidade. Para tal, 0,5 g de cada
polissacarideo foram reticulados, como descrito na metodologia e, posteriormente, as matrizes
foram montadas. Em seguida, verificou-se o volume de cada uma das matrizes, como pode ser

visto na tabela 4 a seguir.

Tabela 4 — Parametros das matrizes de afinidade preparadas a partir de galactomananas e xiloglucanas.

Matri Massa de goma antes da Massa da matriz apés Volume da
atriz . x : x
reticulacdo (mg) reticulacdo (mg) coluna (mL)
A. pavonina 500 433,6 6,0
M. scabrella 500 286,2 7,6
D. mollis 500 309,3 8,9
S. barbatiman 500 358,1 4,2
M. sloanei 500 440,4 8,0
H. courbaril 500 330,3 7,1
C. langsdorffii 500 391,6 8,1
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5.3. Preparacédo dos extratos protéicos

Os extratos de A. integrifolia, A. incisa, A. hypogaea e R. communis, foram preparados
de acordo com a metodologia apresentada. Esses extratos foram aliquotados e armazenados

em frascos de vidro em congelador para posterior uso em cromatografia de afinidade.

5.4. Cromatografias de afinidade

Para avaliar a interagdo lectina-polissacarideo, os extratos protéicos obtidos (item 5.3)
foram submetidos a cromatografias de afinidade em colunas montadas com matrizes de
galactomananas de sementes de A. pavonina, M. scabrella, D. mollis e S. barbatiman e

xiloglucanas de sementes de C. langsdorffii, H. courbaril e M. sloanei.

5.4.1. Interacgao da jacalina com galactomananas e xiloglucanas

Para avaliar a interacdo da jacalina, lectina D-galactose-ligante de A. integrifolia, com
galactomananas e xiloglucanas, foram feitas cromatografias de afinidade utilizando-se
colunas, cujas matrizes foram montadas com os polissacarideos reticulados. Todas as colunas
foram saturadas com lectina para garantir que a capacidade de retencéo total da coluna fosse

obtida. Os perfis cromatograficos obtidos estdo ilustrados na figura 16.



1.0

0.8

0.6

280nm

< 044

0.2 -

e
A—————

—+— A. pavonina
—+— M. scabrella

D. mollis

—v— S. barbatiman

M. sloanei

— «— H. courbaril

C. langsdoffii

Volume mL

{ '\.\\
aaREn S S
70 80 90 100

65

Figura 16 — Perfis cromatograficos da lectina de A. integrifélia (jaca) em colunas de galactomananas e

xiloglucanas.

Foi realizada atividade hemaglutinante tanto do PI (fracdo ndo-retida do extrato),
quanto do PII (jacalina). Além disso, amostras de todos os picos foram utilizadas em corridas
eletroforéticas (SDS-PAGE). Por meio desses ensaios, pode-se comprovar que as colunas
estavam sendo realmente saturadas, pois na eletroforese das fragdes nédo retidas do extrato de

A. integrifolia (Figural7), sdo observadas bandas de 15 e 18 kDa referentes a jacalina e estas

mesmas fra¢Oes foram capazes de aglutinar eritrocitos de coelho.



97.0 KDa

66.0 KDa

45.0 KDa

30.0 KDa

20.1 KDa

14.4 KDa

1 2

3 4 5

6 7

8

66

Figura 17 — Eletroforese (SDS-PAGE) das fragdes ndo-retidas (Pl) do extrato total de Artocarpus
integrifolia. Raias 1,2 e 3 - 15 pg de Pl em colunas de A. pavonina, S.barbatiman e M. scabrella; Raia 4 —
Padr&o de peso molecular; Raias 5, 6, 7 e 8 - 15 pug de Pl em colunas de D. mollis, C. langsdorffii, H.

courbaril, M. sloanei.

A partir dos dados obtidos com as cromatografias de afinidade (tabela 5 e figura 18),

podemos observar que todas as galactomananas testadas foram capazes de reter muito bem a

lectina de A. integrifolia com diferentes afinidades, em contraste com as xiloglucanas, com as

quais a interacdo da jacalina foi extremamente baixa.

Tabela 5 - Massa retida de jacalina em matrizes cromatogréficas de galactomananas e xiloglucanas.

Massa de
Mas_sa da} ~ ~ jacalina
Matriz matriz apds Razéo Prt?porf;ao retida (mg)
reticulacdo manose/galactose  Glc:Xyl:Gal
(mg) por massa
de gel (g)
M. scabrella 286,2 1,1:1 - 6,24
S. barbatiman 358,1 15:1 - 2,90
A. pavonina 433,6 2,1:1 - 3,42
D. mollis 309,3 2,7:1 - 3,96
M. sloanei 440,4 - 1,8:1,7:1,0 0,46
C. langsdorffii 391,6 - 4:3,0:1,8 0,80
H. courbaril 330,3 - 4:3,4:1,2 0,93
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Figura 18 — Massa retida de jacalina (mg) em um grama de matriz de afinidade de galactomananas e
xiloglucanas. Matrizes das colunas cromatogréaficas utilizadas: Mimosa scabrella (A), Stryphnodendron
barbatiman (B), Adenanthera pavonina (C), Dimorphandra mollis (D), Mucuna sloanei (E), Copaifera
langsdorffii (F), Hymenaea courbaril (G).

Segundo Jeyaprakash e colaboradores (2003), em complexos com monossacarideos, o
sitio primario de ligacdo da jacalina fica ocupado por galactose, N-acetil-galactosamina ou
manose, com o0 atomo de carbono anomérico apontando em direcdo ao sitio secundario A.
Em residuos a-substituidos, esse arranjo ndo é danificado. De acordo com esses autores, 0S
acucares a-substituidos interagem primariamente de forma hidrofébica com o sitio
secundario A, que possui geometria variavel. Na presenca do grupo a-ligado, a cadeia da
Tyrl22 move-se para acomodar o grupo, criando um sulco envolvendo as cadeias laterais da
Tyr78 e Tyrl22, e o grupo a-ligado aninha-se entre as cadeias laterais de Tyr78, Tyrl22 e
Trp123. Porém, residuos B-substituidos levam a uma colisdo estérica inaceitavel com a
proteina. Por isso, em dissacarideos B-substituidos, o acgUcar redutor liga-se ao sitio primario
com a extremidade ndo-redutora localizada no sitio secundario B. A Figura 11 (na
introdu¢@o) mostra a disposi¢do de substituintes o e B no sitio ligante da jacalina. A partir
dai, podemos concluir que a afinidade da jacalina é muitas ordens de magnitude maior por
residuos de galactose a-ligados do que por residuos B-ligados. Esses resultados podem ser
evidéncias da pouca afinidade da jacalina pelas matrizes de xiloglucana. Segundo esses

autores, a natureza das ligacOes determina o modo de associacao do agucar com a jacalina.



68

A razdo manose/galactose de cada uma das galactomananas, de acordo com a
literatura, estd descrita na tabela abaixo. Essa grande variacdo na relacdo manose/galactose
das galactomananas tem uma aplicacdo muito interessante dessas gomas como matrizes

cromatograficas para o isolamento de lectinas.

Tabela 6 — Razdo manose/galactose das galactomananas utilizadas.

Semente Razédo manose/galactose de galactomananas
M. scabrella 1,1:1,0 (YORK et al., 1990)
S. barbatiman 1,5:1,0 (GANTER et al., 1993)
A. pavonina 2,1:1,0 (TAVARES, 1998)
D. mollis 2,7:1,0 (PANEGASSI et al.,2000)

A estrutura classica de galactomananas, descrita por Dea e Morrison (1975), consiste
de cadeias poliméricas de residuos B-D-manopiranosil (1—4) ligados, substituidos em O-6
por unidades de a-D-galactopiranosil. Essas gomas, embora mostrem estruturas basicas
bastante similares, podem ter estruturas finas diferentes, levando em consideracdo o padréo
de distribuicdo das cadeias laterais. Essa estrutura fina pode ser resolvida somente por
espectroscopia de ressonancia magnética, difracdo de raios-X e estudos enzimaticos
(SRIVASTAVA & KAPOOR, 2005).

Apesar da razdo manose/galactose das galactomananas de M. scabrella e S.
barbatiman serem as mais proximas dentre as matrizes testadas, percebe-se que, enquanto a
matriz de M. scabrella apresentou a retencdo da maior massa de jacalina dentre as
galactomananas, S. barbatiman mostrou-se como a matriz que interage menos com essa
lectina.

Ganter e colaboradores (1995) estudaram a distribuicdo de D-galactose ao longo do
esqueleto de p-manana de M. scabrella e S. barbatiman por meio da caracterizacdo da
estrutura dos oligossacarideos formados no processo de hidrélise parcial levemente &cida.
Através desse metodo, ocorre uma menor liberagdo de monossacarideos e uma producao
méaxima (rendimento maior que 80%) de oligossacarideos. Na comparacgdo do percentual de
oligossacarideos obtidos dessas duas galactomananas, foi possivel observar que, dos
dissacarideos formados (G-M e M-M), M. scabrella apresentou 61,5% de dissacarideos

galactosilados (G-M), enquanto S. barbatiman, apenas 30,6%. Dos trés trissacarideos
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obtidos, o percentual de maior galactosilacdo foi maior nos trissacarideos de M. scabrella,
enquanto o trissacarideo manotriose (M-M-M) foi bem representativo (31,4%) em S.
barbatiman. Os demais oligossacarideos (com 4, 5 e 6 unidades) sempre apresentaram
polimeros ndo-galactosilados em maior percentual na galactomanana de S. barbatiman.

Percebe-se, portanto, que a proporcdo de galactose para manose na galactomanana de
M. scabrela € quase a mesma, 0 que faz com que, praticamente todo o polimero seja
ramificado. Isso favoreceu a interacdo da matriz de mimosa com a jacalina. Por outro lado, as
ramificacGes encontram-se bem mais espacados na galactomanana de S. barbatiman. Essa
distribuicdo bastante irregular dos residuos de D-galactose na galactomanana de S.
barbatiman pode ser o motivo de uma interacdo fraca da matriz desse polimero com a
jacalina. Outros fatores podem ser sugeridos como responsaveis pelo resultado obtido.
Durante a reacdo do polissacarideo com epicloridrina, por exemplo, na formacéo das ligacdes
cruzadas, os residuos de D-galactose nessa goma talvez sejam mais facilmente “escondidos”
dentro da rede formada, ndo estando tdo expostos quanto nas demais galactomananas. Dessa
forma, ocorre impedimento estérico e o sitio da lectina interage menos com a matriz. Outro
motivo seria, simplesmente, uma melhor distribuicdo dos residuos nas galactomananas de A.
pavonina e D. mollis, que tiveram uma capacidade de retengcdo da jacalina maior que a
galactomanana de S. barbatiman, sendo necessarios estudos posteriores para verificar como a
distribuicdo dos residuos de galactose estdo presentes no gel formado pelas galactomananas
dessas duas sementes.

Para comprovar a pureza da lectina isolada em todas as cromatografias, foi realizada
eletroforese (em condicOes desnaturantes) das fragfes retidas nas matrizes. Podemos
observar que as matrizes de galactomananas foram eficientes no isolamento da lectina de A.
integrifloria, visto que a banda referente ao peso molecular da jacalina aparece no gel livre
de contaminantes (figura 19). Essas fracdes também mostraram-se ativas, pois foram capazes
de aglutinar eritrécitos de coelho. Uma comprovacao da baixa interacdo da jacalina com as
colunas de xiloglucanas é que nenhuma banda apareceu na eletroforese (resultado néo

mostrado), embora fossem capazes de causar uma fraca hemaglutinacéo.
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Figura 19 - Eletroforese (SDS-PAGE) das fracdes retidas do extrato total de A. integrifolia. Raias 1, 2, 3,
4- 0,7 ug de pico 2 em colunas de S.barbatiman, A. pavonina, M. scabrella, D. mollis.

5.4.2. Interacdo da futalina com galactomananas e xiloglucanas

Para avaliar a interacdo da frutalina, lectina D-galactose-ligante de A. incisa, com
galactomananas e xiloglucanas, foram feitas cromatografias de afinidade utilizando-se as
mesmas matrizes de galactomananas e xiloglucanas. A frutalina, como descrito na literatura
(MOREIRA et al., 1998), possui a estrutura muito semelhante a da jacalina e, de acordo com
os resultados obtidos, apresentou perfis cromatogréaficos muito semelhantes aos dessa lectina
(Figura 20).
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Figura 20 — Perfis cromatograficos da lectina de A. incisa (fruta-pdo) em colunas de galactomananas e
xiloglucanas.

Fazendo um comparativo entre as interacGes da jacalina e da frutalina com as
matrizes (tabela 7 e figura 21), pode-se verificar perfis de retencdo bem semelhantes para
essas lectinas, embora a jacalina tenha apresentado maior afinidade que a de frutalina em
todas as matrizes de galactomananas, principalmente em relacdo a matriz de M. scabrella. A
frutalina, no entanto, ndo interagiu de forma alguma com as xiloglucanas, nao ficando retida
em nenhuma dessas colunas.

Por meio de SDS-PAGE a partir das fragdes ndo-retidas (PI) do extrato de A. incisa
nas matrizes cromatogréficas de galactomananas e xiloglucanas, comprova-se a saturacdo
dessas matrizes (Figura 22), como fica claro pela observacéo das bandas referentes a frutalina
(12 e 15, 5 kDa) no gel.
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Tabela 7 — Massa de lectina (jacalina e frutalina) retida (mg) por um grama de gel nas colunas de

galactomananas e xiloglucanas.

Matrizes

Massa de Massa de
Matri Massa da matriz jacalinaretida  frutalina retida
atriz ) . ~
apos reticulacdo (mg)  (mg) por massa  (mg) por massa
de gel (g) de gel (9)
M. scabrella 286,2 6,24 3,81
S. barbatiman 358,1 2,90 2,38
A. pavonina 433,6 3,42 2,28
D. mollis 309,3 3,96 3,04
M. sloanei 440,4 0,46 0
C. langsdorffii 391,6 0,80 0
H. courbaril 330,3 0,93 0
7,00
g 6.00.- O Jacalina
=) ’ B Frutalina
E
5 ,_é 5,00 -
% 400
n O
© O
£ 8 3,001
2 3
2 E 200-
&
@ 1,00
>
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Figura 21 — Analise comparativa da retencdo das lectinas de A. integrifolia e A. incisa em colunas de
galactomananas e xiloglucanas. Matrizes das colunas cromatogréaficas utilizadas: Mimosa scabrella (A),
Stryphnodendron barbatiman (B), Adenanthera pavonina (C), Dimorphandra mollis (D), Mucuna sloanei (E),

Copaifera langsdorffii (F), Hymenaea courbaril (G).
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Figura 22 - Eletroforese (SDS-PAGE) da fracdo ndo-retida (Pl) do extrato total de A. incisa. Raias 1, 2, 3,

4,5,6e7-1pgdePl, em tamp&o de amostra sem B-mercaptoetanol, das cromatografias em colunas de
A. pavonina; S.barbatiman, M. scabrella, D. mollis, C. langsdorffii, H. courbaril e M. sloanei.
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Na figura 23, pode-se observar a pureza da frutalina retida nas matrizes de
galactomananas, pois as bandas referentes a lectina aparecem livres de contaminantes. As
fracdes referentes a PIlI das matrizes de xiloglucana ndo mostraram banda alguma no gel
(resultado néo ilustrado).

Com o objetivo de comprovar a integridade da frutalina obtida em cada coluna, foi
realizado o ensaio de atividade hemaglutinante, e, dessa forma, foi possivel observar que

todas as fracOes referentes a P1l das colunas de galactomananas estavam ativas.
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Figura 23 - Eletroforese (SDS-PAGE) da fracdo retida do extrato total de A. incisa. Raia 1 — padrédo de

peso molecular; Raias 2, 3, 4 e 5 — 3,5 ug de PIl, em tampdo de amostra sem B-mercaptoetanol, das
cromatografias em colunas de A. pavonina; S.barbatiman, M. scabrella e D. mollis.
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5.4.3. Interacdo da ricina com galactomananas e xiloglucanas

Para avaliar a interacdo da ricina, lectina D-galactose-ligante de R. communis, com
galactomananas e xiloglucanas, foram feitas cromatografias de afinidade utilizando-se
colunas de galactomananas e xiloglucanas.

As sementes de Ricinus communis possuem duas diferentes lectinas estruturalmente
relacionadas: ricina, uma forte citotoxina e fraca hemaglutinina; e a aglutinina de ricinus
(NICOLSON et al., 1974). Essas proteinas apresentam 93% de similaridade de sequéncia
entre as suas cadeias A e 84% de similaridade entre as cadeias B (ROBERTS et al., 1985).

O dominio lectinico da ricina tem preferéncia pelo anomero P da galactose nos
terminais ndo-redutores de oligossacarideos com a ordem de afinidade: galactose B(1-4)
ligada > galactose B(1-3) ligada > galactose B(1-6) ligada (WU et al., 2006). Dessa forma,
quando a interagdo da lectina com cada uma das colunas foi analisada, os resultados foram
condizentes com a literatura, uma vez que, de forma geral, houve uma maior interacdo da
ricina com xiloglucanas que com galactomananas.

Analisando as figuras 24 e 25 e a tabela 8, podemos observar que, das colunas de
xiloglucanas, apenas a de H. courbaril ndo interagiu tdo fortemente, de forma que todas as
galalctomananas, com excecdo da galactomanana de S. barbatiman, cuja baixa eficiéncia na
retencdo j& foi anteriormente discutida para jacalina e frutalina, tiveram uma melhor

capacidade de retencdo da ricina.
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Figura 24 — Perfis cromatogréaficos da lectina de Ricinus communis (ricina) em colunas de galactomananas

e xiloglucanas.



Tabela 8 — Massa de ricina retida nas matrizes de galactomananas e xiloglucanas.
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Massa de
Massa da . ;
’ X N ~ ricina retida
. matriz apos Razao Proporcéo
Matriz : ~ ol (mg) por
reticulacéo manose/galactose  Glc: Xyl:Gal d |
(Mg) massa de ge
(9)
M. scabrella 363,5 1,1:1 - 5,51
S. barbatiman 430,2 15:1 - 1,74
A. pavonina 429,1 2,1:1 - 3,13
D. mollis 295,2 2,71 - 6,64
M. sloanei 4578 - 1,8:1,7:1,0 5,21
C. langsdorffii 438,2 - 4:3,0:1,8 6,43
H. courbaril 463,1 - 4:3,4:1,2 2,56

Massa de ricina retida (mg) por
massa de gel (9)

Matrizes

Figura 25 — Massa de ricina retida nas matrizes cromatograficas de galactomananas e xiloglucanas.
Matrizes das colunas cromatograficas utilizadas: Mimosa scabrella (A), Stryphnodendron barbatiman (B),
Adenanthera pavonina (C), Dimorphandra mollis (D), Mucuna sloanei (E), Copaifera langsdorffii (F),

Hymenaea courbaril (G).

Oliveira Janior e colaboradores (2006), estudando a hidrdlise da xiloglucana de

copaiba (C. langsdorfii Desf.) com celulase e analisando os oligossacarideos obtidos por

cromatografia liquida de alta resolucdo, concluiram que os oligossacarideos extraidos dessa

xiloglucana séo predominantemente galactosilados (XLLG), e a propor¢do Glc:Xyl:Gal é de

4:3,0:1,8. Segundo Teixeira (2005), a propor¢do Glc:Xyl:Gal na xiloglucana de M. sloanei é
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de 1,8:1,7:1,0 e os percentuais de oligossacarideos XLLG e XXLG nessa xiloglucana séo
maiores que os encontrado em C. langsdorffi, embora o percentual de XLXG tenha sido
menor.

Embora o nimero de residuos de galactose seja menor na xiloglucana de copaiba do
que na xiloglucana de mucuna, a matriz de copaiba foi capaz de interagir melhor com a ricina
do que a matriz de mucuna, apresentando maior massa retida da lectina. Dessa forma, sugere-
se que os residuos de B-D-galactose, embora estejam presentes em menor nimero, estejam
distribuidos de uma maneira mais espacada no polissacarideo de C. langsdorffii, permitindo
uma interagdo maior com a ricina.

A coluna de Hymenaea courbaril interagiu muito pouco com a lectina de R.
communis, em relacdo as demais colunas de xiloglucana. Sua capacidade de retencdo,
inclusive, foi menor que a das galactomananas de Mimosa scabrella, Dimorphandra mollis e
Adenanthera pavonina. A proporcao Glc-Xyl-Gal no polissacarideo de jatoba é de 4:3,4:1,2
(BUCKERIDGE et al., 1990), inferior as dos polissacarideos de copaiba e mucuna. Além
desse menor conteudo de cadeias laterais constituidas por residuos de B-D-galactose, Tiné e
colaboradores (2006) mostraram que a distribuicdo desses residuos ao redor da cadeia
principal de glucose ndo é muito uniforme.

Através de eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizando como amostras as fragdes
ndo retidas do extrato de R. communis nas matrizes cromatograficas, podemos verificar que
as colunas foram realmente saturadas, devido a apresentacdo da banda referente a ricina
(aproximadamente 66 kDa) no gel, como pode ser visto na figura 26.

Porém, no que se refere a fracdo retida (PIl) em todas as cromatografias, verificou-se
que somente esse passo cromatografico foi insuficiente para o fornecimento da ricina
totalmente pura. Esse fato pode ser confirmado porque, nos géis ilustrados nas figuras 27 e
28, uma banda superior (topo do gel) corresponde a aglutinina de ricinus. Segundo Olsnes e
colaboradores (1974), essa é uma forma de determinar a contaminagcdo da amostra com a
aglutinina de ricinus, uma vez que a banda correspondente a aglutinina ndo se move no gel,
guando na auséncia de B-mercaptoetanol. Na presenca desse agende redutor, a aglutinina de
ricinus separa-se em bandas correspondentes ao peso de 31 e 34 kDa, mas, nesse caso, essas
bandas se confundem com as bandas da ricina, que possuem pesos moleculares aproximados
(32 e 34 kDa).

Além disso, a atividade hemaglutinante, ilustrada na tabela 9, revelou valores muito
altos. Como se sabe, a aglutinina de ricinus é responsavel por essa maior aglutinacdo, visto

que a ricina tem baixa capacidade de aglutinar células. A aglutinina de ricinus, no entanto, é
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capaz de aglutinar eritrocitos espontaneamente, mesmo em baixas concentracfes (OLSNES
etal., 1974).

A banda referente a ricina na auséncia (~64 kDa) ou presenca de f-mercaptoetanol
(32 kDa, referente a cadeia A e 34 kDa, referente a cadeia B) é notavel nos géis das figuras
27 e 28 e a presenca e integridade da ricina nas amostras obtidas foram confirmadas por meio
de atividade toxica intraperitoneal em camundongos da raca swiss (DLsp=8 pg/kg), onde as
fracOes retidas em todas as matrizes cromatograficas mostraram-se toxicas.

97.0 kDa

66.0 kDa
45.0 kDa
30.0 kba
20.1 kDa

14.4 kDa

1 2 3 4 5 6 7

Figura 26 - Eletroforese (SDS-PAGE) da fracdo ndo-retida (PI) do extrato total de Ricinus communis.
Raia 1 — Marcador de peso molecular; Raias 2, 3, 4 - 2 ug de Pl em colunas de A. pavonina, S.barbatiman,
M. scabrella, C. langsdorffii, H. courbaril e M. sloanei.
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Figura 27 - Eletroforese (SDS-PAGE) da fracéo retida (P11) do extrato total de Ricinus communis. Raia 1-
Marcador de peso molecular; Raias 2, 3, 4 e 5 - 2 ug de PIl, em tampdo de amostra sem f-
mercaptoetanol, das colunas de A. pavonina, M. sacabrella, D. mollis e S. barbatiman. Raias 6, 7, 8 e 9 as
mesmas amostras anteriores em tampé&o de amostra contendo B-mercaptoetanol.
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Figura 28 - Eletroforese (SDS-PAGE) da fragéo retida (PII) do extrato total de Ricinus communis. Raias 1,

2 e 3, -2 pg de (PIl) em tampdo de amostra sem B-mercaptoetanol das colunas de C. langsdorffii, M.
sloanei e H. courbaril. Raia 4 - Marcador de peso molecular.

Tabela 9 — Atividade hemaglutinante da fracdo retida (PIl) de R. communis em matrizes de xiloglucanas e

galactomananas.

Tubo maior UH
Matriz absorbéancia
A. pavonina 0.191 387,8
M. scabrella 0.247 299,1
S. barbatiman 0,117 316,8
D. mollis 0,224 329,9
Jatoba 0.166 444 4
Copaiba 0,274 270,0
Mucuna 0,297 996,1
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5.4.4. Interacdo da aglutinina de Arachis hypogaea com galactomananas e xiloglucanas

Para avaliar a interacdo da PNA, lectina D-galactose-ligante de A. hypogaea, com
galactomananas e xiloglucanas, foram feitas cromatografias de afinidade. Por meio das
cromatografias realizadas, observou-se que a lectina de A. hypogaea interage fracamente
tanto com as matrizes cromatogréaficas de galactomananas quanto com as de xiloglucanas. Os

perfis cromatograficos da PNA estéo ilustrados na figura 29.
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Figura 29 — Perfis cromatogréaficos da lectina de Arachis hypogaea (amendoim) em colunas de
galactomananas e xiloglucanas.
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Lotan e colaboradores (1975) investigaram a afinidade da PNA por meio de inibi¢éo
da atividade hemaglutinante por aclcares. Segundo esses autores, entre 0s galactosideos que
diferem somente quanto a configuracdo anomérica do C-1, parece haver uma leve preferéncia
pelos andmeros o, exceto para a melibiose, que ¢ menos ativa que a lactose e a galactose.
Esses autores relataram, ainda que para essa lectina, a configuracdo do C-4 é muito
importante para a ligacdo, uma vez que ndo houve afinidade por glucose, e que a hidroxila
livre em C-6 também é um requerimento para a ligacdo. A observacdo de que o dissacarideo
GalB(1—3)GalNAc inibiu muito melhor a hemaglutinagdo que a galactose, sugere, segundo
esses autores, que a aglutinina reconheca todo o polimero, o que indica que essa lectina
possui um sitio de combinagéo extenso.

A partir da tabela 10 e da figura 30, que descrevem a massa retida da lectina de A.
hypogaea (mg) por grama de gel (g), podemos verificar que, ndo existe uma interacdo maior
dessa lectina por galactomananas ou xiloglucanas, isto é, a PNA foi capaz de interagir
indistintamente com os dois polimeros. Devido aos valores de massa retida serem muito
pequenos, ndo é possivel afirmar exatamente com qual matriz houve uma maior interacao. O
fato de a PNA ser uma proteina maior (110 kDa) que as demais e, ainda, de ela possuir um
sitio de ligacdo extenso, caracteristica ndo relatada para as demais lectinas utilizadas, podem
ser caracteristicas importantes para a interacdo dessa lectina com os polissacarideos.

Tabela 10 — Massa retida da lectina de A. hypogaea nas matrizes cromatograficas de galactomananas e
xiloglucanas.

Massa da Massa de
i X n n PNA retida
. matriz apos Razéo Proporgao
Matriz : < eul- (mg) por
reticulacéo manose/galactose Glc:Xyl:Gal d I
(mg) massa de ge
(¢))
M. scabrella 363,5 1,1:1 - 0,23
S. barbatiman 430,2 15:1 - 0,10
A. pavonina 429,1 2,1:1 - 0,26
D. mollis 2952 2,71 - 0,33
M. sloanei 457,8 - 1,8:1,7:1,0 0,25
C. langsdorffii 438,2 - 4:3,0:1,8 0,23
H. courbaril 463,1 - 4:3,4:1,2 0,06




84

0,35 1

o
w
L

o

N

ol
L

o
N
.

0,151

massa de gel (9)

0,1+

massa de PNA retida (mg) por

Matrizes

Figura 30 — Massa retida da lectina de A. hypogaea nas matrizes cromatograficas de galactomananas e
xiloglucanas. Matrizes das colunas cromatograficas utilizadas: Mimosa scabrella (A), Stryphnodendron
barbatiman (B), Adenanthera pavonina (C), Dimorphandra mollis (D), Mucuna sloanei (E), Copaifera
langsdorffii (F), Hymenaea courbaril (G).

A figura 31 ilustra que a capacidade de retencdo maxima das colunas foi utilizada,
visto que a banda referente a PNA pode ser vista nas frages néo retidas (PI) do extrato de A.

hypogaea.
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1 2 3 4 5 6 7

Figura 31 - Eletroforese (SDS-PAGE) da fragdo ndo-retida (PI) do extrato total de Arachis hypogaea.
Raias 1, 2, 3,4,5,6 e 7 —5,7 ug de Pl em tampéao de amostra sem f3-mercaptoetanol nas colunas de A.
pavonina, M. scabrella, D. mollis, S. barbatiman, M. sloanei, H. coubaril e C. langsdorffii.

Nas figuras 32 e 33, que ilustram a eletroforese das fracGes retidas nas matrizes (PlI),
pode-se observar as bandas correspondentes a lectina de A. hypogaea. Esse resultado esta em
acordancia com os dados apresentados por Lotan e colaboradores (1975), que descrevem a
banda de peso molecular aparente de 27 kDa em eletroforese na presenca de 0,1% de dodecil
sulfato de sddio. Esse resultado confirma que a lectina de amendoim é um tetramero de
subunidades aparentemente idénticas e confirma também a pureza das fragGes retidas nas

matrizes cromatograficas.
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Figura 32 - Eletroforese (SDS-PAGE) da fracéo retida (PIl) do extrato total de Arachis hypogaea. Raia 1:

Marcador de peso molecular; Raias 2, 3 e 4 —PIl, em tamp&o de amostra sem B-mercaptoetanol em
colunas de A. pavonina, D. mollis e S. barbatiman.
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Figura 33 - Eletroforese (SDS-PAGE) da fracéo retida (P11) do extrato total de Arachis hypogaea. Raias 1,
2,3,4,5 6e7-2pgde pico 2 na auséncia de B-mercaptoetanol em colunas de A. pavonina, M. scabrella,
D. mollis, S. barbatiman, M. sloanei, H. coubaril, C. langsdorffii. Raia 8 - padr&o de peso molecular.
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6. CONCLUSAO

O mecanismo de separacdo por afinidade, que utiliza a combinacdo de ligantes
naturais presentes na superficie de polissacarideos vegetais (galactomanana e
xiloglucana) é sugerido como um importante sistema para purificar lectinas vegetais D-
galactose-ligantes. Essas matrizes sdo também uma alternativa interessante e barata para
a determinacdo da especificidade anomérica dessas lectinas. Nesse trabalho foi
demonstrado que as matrizes de galactomananas retiveram melhor a jacalina e a frutalina,
lectinas a-D-galactose-ligantes. Por sua vez, as matrizes de Xiloglucana interagiram
muito fracamente com a jacalina e ndo interagiram com a frutalina. As matrizes de
xiloglucanas e galactomananas interagiram muito bem com a ricina, enquanto a PNA

interagiu com matrizes de galactomananas e xiloglucanas de maneira inespecifica.
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