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1 - INTRODUCAO

1.1 - Lectinas

1.1.1 - Consideragdes Gerais

Em 1888, HERMANN STILLMARK fez a primeira referéncia a
presenga de proteinas em extratos de plantas que eram capazes de
aglutinar eritrocitos. Inicialmente, tais proteinas foram denominadas de
hemaglutininas vegetais (KOBERT, 1900) e posteriormente, pela sua
ocorréncia quase que exclusiva em plantas, foram chamadas de
fitoaglutininas (LANDSTEINER e RAUBITSCHER, 1910).

O termo lectina (do latim “legere™, escolher) foi proposto por
BOYD & SHAPLEIGH (1954) ap6s a descoberta da especificidade
destas proteinas vegetais em somente aglutinar células sanguineas de
alguns grupos de individuos do sistema ABO, sem afetar células de
outros grupos (RENKONNEN, 1948; BOYD & REGUERA, 1949).

Lectinas sdo definidas como proteinas ou glicoproteinas de
origem ndo imune, capazes de reconhecimento especifico e ligagdo
reversivel a carboidratos (ou compostos contendo carboidratos) e de
aglutinar células e glicoconjugados sem induzir qualquer modificagdo
quimica nos mesmos (GOLDSTEIN et al, 1980; KOCOUREK &
HOREIJSI, 1983; LIENER et al., 1986).

Esta definicdo implica que tais proteinas possuem mais de um
sitio de ligagdo para agucares por molécula e, desta forma, exclui varias
classes de proteinas que também interagem com carboidratos, porém

através de um unico sitio de ligagdo.
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Segundo BARONDES (1988), algumas lectinas possuem outro
tipo de sitio, o hidrofébico, que ndo ¢ especifico para carboidratos.
Este e outros fatos colocaram fora de uso o pensamento de que lectinas
seriam estritamente proteinas bivalentes que ligavam carboidratos. O
autor sugere uma redefini¢cdo para o termo lectina, com a finalidade de
incluir proteinas com afinidade para carboidratos, porém excluindo-se
o grupo das enzimas e dos anti-corpos. O termo hemilectina foi
posteriormente proposto para as lectinas monovalentes por CARLINI
& GUIMARAES (1991).

As lectinas de vegetais s@o definidas como todas as proteinas
que possuem ao menos um sitio ndo catalitico que se liga
reversivelmente a mono ou oligossacarideos (PEUMANS & VAN
DAMME, 1995).

1.1.2 - Ocorréncia e Localizagdo

As lectinas ocorrem em todas as classes e familias de
organismos, porém ndo necessariamente em todos os géneros e
espécies. Assim, encontramos lectinas em vegetais, vertebrados,
invertebrados, microorganismos e at¢é mesmo em virus (LIS &
SHARON, 1981).

A maior parte das lectinas j& estudadas encontra-se nos vegetais,
onde foram detectadas em mais de 1000 espécies.

Com relacao as plantas superiores, a classe das dicotiledoneas

apresenta o maior numero de lectinas 1soladas e purificadas (SHARON



& LIS, 1990).

Sdo as sementes maduras de leguminosas as maiores fontes de
lectinas vegetais, onde estas proteinas se encontram nos cotilédones,
principalmente dentro de organelas especiais denominadas de corpos
protéicos. Nestas sementes, as lectinas chegam a totalizar até 10% do
conteudo total de proteina (PUSZTAI et al., 1978).

Além de sua localizagdo nas sementes, as lectinas também sdo
detectadas em tubérculos (Solanum tuberosus, ALLEN &
NEUBERGER, 1973), em caules (Dolichos biflorus, TALBOT &
ETZLER, 1978), em cascas (Sambucus nigra, BROEKAERT et al,
1984), em rizomas (Aegopodium podagraria, PEUMANS et al.,
1985), em folhas (Agropyrum repens, CAMMUE et al, 1985), em
bulbos (Galanthus rivalis, VAN DAMME et al., 1987) ¢ em frutos
(Musa paradisiae, KOSHTE et al., 1990).

A ocorréncia de lectinas em extratos de algas marinhas foi, pela
primeira vez, relatada por BOYD ef al (1966). Neste relato, das 24
espécies de algas marmnhas tropicais testadas contra eritrocitos
humanos, seis algas pardas e uma alga verde-azul aglutinaram
eritrocitos dos grupos A e¢ O, uma alga verde ¢ duas algas pardas
aglutinaram inespecificamente eritrocitos de todos os grupos
sanguineos testados, uma unica alga vermelha aglutinou eritrocitos
humanos do grupo A e as demais espécies ndo apresentaram atividade
hemaglutiante.

Nas algas marinhas, as lectinas vém sendo encontradas nas

classes  Rhodophyceae,  Chlorophyceae,  Phaeophyceae e



Cyanophyceae. Entretanto, ¢ entre as algas marinhas vermelhas que se
tem o maior numero de trabalhos publicados ¢ lectinas purificadas.

Em vertebrados, distinguem-se duas categorias de lectinas, que
sd0 as lectinas soluveis e as lectinas de membrana (LIENER et al,
1986). As primeiras lectinas de vertebrados 1soladas foram do drgéo
elétrico da enguia Electrophorus electricus (TEICHBERG et al,
1975) e do coragdo e pulmao de bezerro (De WAARD et al., 1976).

Em invertebrados, lectinas tém sido encontradas praticamente
em todas as classes e subclasses estudadas, tais como: moluscos
(HAMMARSTROM, 1972), tunicados e ciclostomos (VASTA &
MARCHALONIS, 1983), caranguejos (RAVINDRANATH &
COOPER, 1984) ¢ esponjas (BRETTING et al, 1990). Sendo estas
localizadas na hemolinfa e 6rgéos sexuais desses animais.

Lectinas ocorrem também em bacténias, protozoarios € virus,
estando envolvidas nos processos de adesdo celular (SHARON & LIS,
1989).

1.1.3 - Caracteristicas Quimicas e Fisico-Quimicas

As lectinas constituem um grupo heterogéneo de proteinas que
apresentam propriedades moleculares diversas.

Sd0, em geral, glicoproteinas, podendo conterem em sua
constituigdo até 50% de carboidratos, como ¢ o caso da lectina
da batata Solanum tuberosum (ALLEN et al., 1978).

O peso molecular das lectinas pode variar de 4,2 kDa (isolectina



da alga marinha vermelha Hypnea japonica) até 400 kDa (lectina do
caranguejo Limulus polyphemus).

Geralmente possuem de duas a quatro subunidades, mas este
nimero pode chegar a valores muito maiores, como no caso da lectina
de Limulus polyphemus que possui vinte subunidades (SHARON &
LIS, 1989°).

A maioria das lectinas exige a presenga de ions metalicos
divalentes (Ca™ e Mn'") para desenvolver suas atividades. De acordo
com DOYLE (1976), estes ions sdo responsaveis pela manutengio da
estabilidade estrutural das moléculas, protegendo-as contra a inativagao
pelo calor. BLUMBERG & TAL (1976) citam estes ions como 0s
responsaveis pela maior resisténcia a hidrélise enzimatica.

Para se detectar a presenca de lectinas, utiliza-se geralmente o
teste de aglutinagdo (habilidade destas proteinas para aglutinar
eritrocitos e outras células ou precipitar glicoconjugados). A atividade
hemaglutinante ¢ facilitada quando os eritrocitos sdo tratados com
enzimas proteoliticas. O objetivo destas enzimas ¢ expor os receptores
glicidicos presentes nas membranas dos eritrocitos, facilitando a
hemaglutinagio por parte da lectina.

A especificidade por carboidratos ¢ uma das caracteristicas
essenciais para que uma proteina possa ser chamada de lectina. Sua
especificidade é determinada através de ensaios de inibigdo por
haptenos, onde diferentes monossacarideos, oligossacarideos e/ou
glicopeptideos sdo avaliados com relagdo a capacidade de inibir a

atividade hemaglutinante.



MAKELA (1957) dividiu os monossacarideos inibidores de
lectinas em quatro grupos, baseando-se na configuragdo relativa dos
atomos de carbono C: e C; constituintes do anel piranosidico. Assim,
ao grupo I pertencem as lectinas especificas por L - fucose; ao grupo II
lectinas que se ligam especificamente a D - galactose ¢ N - acetil -
galactosamina; ao grupo III aquelas que sio especificas por D - glicose
e D-manose; e ao grupo IV lectinas capazes de se ligar a D-idose, D-
gulose, L-glicose e L-xilose. Porém, até o presente momento,
nenhuma lectina ja isolada foi inibida por agticares pertencentes ao

grupo IV.

1.1.4 - Papel Fisiologico das Lectinas Vegetais

As lectinas apresentam atividades bioldgicas bastante peculiares,
tais como aglutinacdo de células, mitogenicidade, imunossupresséo,
efeito insulinomimético, toxicidade e defesa contra microorganismos €
predadores (PUSZTALI 1991).

A capacidade das lectinas de interagir especificamente com
células, justifica o emprego destas para determinagdo dos grupos
sanguineos humanos (ABO) e no estudo de receptores quimicos
estruturais presentes nas hemacias destes grupos.

Lectinas mitogénicas podem ser utilizadas em diagnosticos de
imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas e para monitorar o efeito

de drogas imunossupressivas e imunoterapéuticas (LIS & SHARON,



1981). Além destas aplicagcdes, também podem ser usadas para
cariotipagem, determinagdo de sexo e deteccdo de cromossomos
defeituosos devido a facil visualizacdo destes nas células estimuladas
(SHARON & LIS, 1989).

A acdo insulinomimética tem sido demonstrada em algumas
lectinas, tais como concanavalina A (Con A), a aglutinina de germe de
trigo (WGA) e a lectina de sementes de Phaseolus vulgaris (PHA).
Nos estudos realizados, estas lectinas foram capazes de ativar o
transporte e a oxidacgdo da glicose (PUSZTAI 1991).

O papel fisiologico das lectinas vegetais ainda ndo esta
totalmente esclarecido, o que gera controvérsias entre 0S
pesquisadores. Atualmente, os dois principais papéis fisiologicos
atribuidos as lectinas de vegetais superiores sdo: 1 - mediacdo da
simbiose entre bactérias fixadoras de nitrogénio e raizes de
leguminosas; ¢ 2 - protegdo de plantas contra patdogenos (SHARON &
LIS, 1989; CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991).

1.2 - Lectinas de Algas Marinhas
1.2.1 - Isolamento e Purificacéo

A primeira lectina de alga marinha isolada fo1 a da alga marinha
vermelha Pfilota plumosa (ROGERS et al., 1977), sendo que até o

presente foram isoladas cerca de 30 lectinas (incluindo isolectinas)

desses vegetais (SAMPAIO et al., 1993).



A maioria das lectinas de algas marinhas tem sido isolada
através da utilizacdo de métodos convencionais de purificagdo de
proteinas, como € o caso das lectinas das algas vermelhas Palmarias
palmata (ROGERS & FISH, 1991), Ptilota serrata (ROGERS et al.,
1990) e Ptilota plumosa (ROGERS et al., 1977).

Entretanto, hd wuma crescente tendéncia no uso das
cromatografias de afinidade para a purificagdo de lectinas, haja visto a
maior praticidade por estas dispensada e ao fato destas apresentarem
uma maior seguranga na pureza do material.

MORIET et al. (1987), OKAMOTO et al (1990), FARIAS
(1995) e BENEVIDES ef al. (1996) utilizaram uma coluna contendo
manana de levedura em um procedimento cromatografico de afinidade
para o i1solamento de lectinas presentes nas algas vermelhas
Carpopeltis  flabelata, Gracilaria bursa-pastoris, Meristiela
echinocarpa e Solieria filiformis, respectivamente.

De maneira semelhante, foram utilizadas técnicas de afinidade
no isolamento das lectinas das algas verdes Codium adherens,
C. effusum, C. plarylobium ¢ C. capitatum (ROGERS et al., 1994),
contudo o suporte utilizado continha N-acetil-galactosamina como

ligante.

1.2.2 - Propriedades Fisico-Quimicas

As lectinas de algas marinhas geralmente apresentam baixo peso

molecular, variando de 4,2 kDa (HORI ef al., 1986°) a 43 kDa



(KAMIYA et al., 1982). Sao de natureza glicoprotéica; constituem-se
de apenas uma subunidade; possuem estrutura molecular geralmente
monomeérica; apresentam especificidade por glicoproteinas; ndo
mostram dependéncia por cations divalentes; possuem ponto isoelétrico
(pI) em faixa acida variando entre 3,8 a 6,9; e apresentam, em sua
composi¢do, aminoacidos sulfurados (Cys e/ou Met).

FARIAS (1995), trabalhando com a alga marinha vermelha
Meristiela echinocarpa, detectou a presenga de 5 isolectinas com
pontos 1soelétricos variando na faixa acida de 4,75 a 6,25.

COSTA (1995) obteve resultados semelhantes com a alga
vermelha Amansia multifida, que também apresentou 5 isolectinas de
pl acido variando de 5,25 a 6,25.

De acordo com ROGERS & HORI (1993), as lectinas de algas
marinhas vermelhas podem ser distribuidas em trés tipos: 1 - moléculas
de baixo peso molecular que reconhecem glicoproteinas, mas nao
monossacarideos e ndo requerem cations divalentes; 2 - moléculas que
se ligam a monossacarideos ¢ derivados e que também nao possuem
dependéncia por cations divalentes; e 3 - grandes moléculas (PM > 64
kDa) que se ligam a monossacarideos na presenga de cations
divalentes. Segundo estes autores, somente as lectinas de algas verdes,
capazes de formar oligbmeros, tém a capacidade de interagir com
monossacarideos.

As caracteristicas fisico-quimicas da maioria das lectinas de

algas marinhas encontram-se resumidas na TABELA 01.
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TABELA 01 - Caracteristicas Gerais das Lectinas de Algas Marinhas

Caracteristica Fisico-Quimica Lectinas de Algas Marinhas
Natureza Glicoprotéica

Peso Molecular Baixo (4,2 - 43 kDa)
Numero de Subunidades 01

Estrutura Molecular Geralmente Monoméricas
Especificidade Glicoproteinas |
Cétions Divalentes Nao Dependem

Ponto Isoelétrico Faixa Acida (3,8 - 6,9)

Aminoacidos Sulfurados Presenca (Cys e/ou Met)
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1.2.3 - Propriedades Biologicas

Os trabalhos de pesquisa, a nivel mundial, utilizando lectinas
purificadas de algas marinhas em aplicagdes biologicas ainda estdo em
fase 1micial, ¢ muitos dos resultados ¢ efeitos obtidos até o presente
foram observados empregando-se extratos brutos destes vegetais. Em
geral, as lectinas de algas marinhas apresentam massas moleculares
menores do que as de vegetais superiores. Esta caracteristica as torna
mais adequadas para serem usadas como misseis bioldgicos, quando
comparadas com as lectinas de vegetais superiores, devido ao fato
dessas pequenas moléculas serem menos susceptiveis a detecgdo pelo
sistema imunolégico humano (ROGERS & HORI, 1993).

Portanto, apos procedimentos de purificagdo, as lectinas de algas
marinhas podem ser utilizadas com eficiéncia na identificagdo de
grupos sanguineos (tipagem sanguinea), no diagnostico e
identificacdo de microorganismos, na estimulagio da mitogenicidade
de linfocitos, na imunossupressdo (ensaios nio mitogénicos) € no
combate a pragas (a¢do inseticida).

O emprego da lectina como reagente comercial na
imunohematologia e clinica médica (tipagem sanguinea e bacteriana) €
mais viavel que o dos reagentes imunes usados rotineiramente. Isto se
deve ao fato dos procedimentos praticos utilizados na obtengdo do
reagente imune serem de custos mais elevados. Além disso, a obtengdo
do reagente imune ¢ mais demorada em consequéncia do tempo gasto

com a imuniza¢ao de animais.
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A aglutinina de Codium fragile distingue eritrocitos humanos do
tipo A e subgrupos tratados com papaina. A aglutinina de Pftilota
plumosa aglutina especificamente eritrécitos do tipo B, ndo
aglutinando eritrécitos dos tipos A e O. A aglutinina de Ulva lactuca
aglutina preferencialmente eritrécitos do grupo O, distinguindo também
os grupos A; e A,B dos grupos A; ¢ A;B por imntensidade de
aglutinagdo (ROGERS et al, 1977, ROGERS et al, 1984,
GILBOAGABER et al., 1988).

Na estimulagdo linfocitaria, a lectina tem uma larga aplicagdo,
principalmente no acesso e monitoramento de defeitos imunol6gicos
congénitos.

As lectinas das algas marinhas vermelhas Carpopeltis flabellata,
Gracilaria bursa-pastoris ¢ Solieria robusta foram capazes de
estimular a mitogenicidade em linfocitos de camundongos, em
concentragdes que variavam na faixa de 5 a 12 ugP/ml (HORI et al.,
1987; HORI et al., 1988°; OKAMOTO et al., 1990).

A caracteristica imunossupressora pode ter aplicagdo em
transplantes clinicos ou em tratamentos de pacientes com doengas
autormunes, o que possibilita uma area de pesquisa promissora
(KILPATRICK et al., 1985).

A utilizacdo de algas marinhas como agrotoxicos naturais
representa uma area de interesse € de grande potencial porque os
pesticidas sintéticos, usados atualmente, sdo altamente tdxicos e

persistentes no meio ambiente.



3 - DESCRICAO DO GENERO

O género Gracilaria possui talo erecto crescendo em tufos ou
isoladamente, fixo ao substrato por nitido apressorio achatado ou
cilindrico ramificado, com margem dissecadas por numerosos ramos
curtos ou ndo, com ramificagdes predominantemente em um s6 plano.

Organizagdo multiaxial. Carpdsporos numerosos originados da maioria
das células (FIGURA 01).
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FIGURA 01 - Exemplar da alga marinha vermelha Gracilaria cornea.

13



4 - MATERIAIS

4.1 - Algas

A alga marinha vermelha Gracilaria cornea foi coletada em
ocasido de maré de sizigia na praia do Farol, Fortaleza - Ce, onde sdo
encontradas presas as rochas do meso-litoral inferior. Apos a coleta, as
algas foram transportadas para o laboratorio, sendo entdo limpas,
lavadas, armazenadas em sacos plasticos ¢ estocadas a -20°C para

posterior utilizacgao.

4.2 - Entrocitos

Entrocitos de galinha e tejo foram obtidos de animais sadios,
criados no Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal do Ceara.

Eritrocitos de coelho foram obtidos de animais mantidos em
cativeiro no Biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular do Centro de Ciéncias da Universidade Federal do Ceara.

Eritrocitos humanos do sistema ABO foram obtidos de doadores
sadios do Centro de Hemoterapia do Ceara da Universidade Federal do

Ceara (HEMOCE).

16
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4.3 - Reagentes

As enzimas proteoliticas foram obtidas de Sigma Chemical Co.,
St. Louis, USA.

DEAE-Celulose, Phenyl-Sepharose, Beta-Mercaptoetanol ¢
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) foram obtidos de Merck, Darmstadt,
Alemanha.

Marcadores para eletroforese, kit de proteinas com peso
molecular de 14 - 70 kDa, foram obtidos de Sigma Chemical Co., St.
Lous, USA.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.



5 - METODOS

5.1 - Preparo da Farinha

Os exemplares da alga marinha vermelha Gracilaria cornea,
apos descongelamento e secagem em papel de filtro, foram triturados
em liquidificador na presenca de nitrogénio liquido. A farinha obtida foi

utilizada na preparag¢do dos extratos.

5.2 - Analise Elementar da Alga Gracilaria cornea

5.2.1 - Determinagdo de Umidade

Para determinagdo do teor de umidade, pesa-filtros previamente
tarados, contendo aproximadamente 2,0g de alga fresca, foram
colocados em estufa a 100°C por um periodo de 24 horas. Em seguida,
os pesa-filtros foram transferidos para um dessecador até o equilibrio
com a temperatura ambiente e pesados. O teor de umidade foi
calculado pela diferenca entre os pesos inicial e final das amostras,

sendo este valor expresso em percentagem.

5.2.2 - Determinagdo de Cinzas

Para determinacdo do teor de cinzas, cadinhos de porcelana
previamente tarados contendo aproximadamente 2,0g de alga
desidratada (obtida a partir do procedimento anterior) foram colocados

em forno mufla a 600°C por uma periodo de 4 horas e, em seguida,
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mantidos em dessecador para que atingissem a temperatura ambiente,
quando entdo foram pesados. O teor de cinzas foi determinado por
diferenga entre os pesos inicial e final das amostras ¢ expresso em

percentagem.

5.2.3 - Determinagdo de Nitrogénio Total

O teor de nitrogénio total presente na farinha seca de Gracilaria
cornea foi obtido pelo método de BAETHGEN & ALLEN (1989).

A farinha de Gracilaria cornea (100 mg) foi mineralizada na
presenga de 1,1g de catalisador (KH,SO4, CuSO4 . 5H,O, Se) na
proporgdo de 100 : 10 : 1 (p/p/p) € 1,5 ml de H,SO4 concentrado. Apods
o ponto de viragem (cor verde), o material permaneceu por mais 30
minutos no mineralizador, depois desse tempo foi acrescentada ao
obtido agua destilada até completar o volume de 50 ml. Para a segunda
etapa do experimento, foi usada uma aliquota de 100 pl de cada
amostra, adicionada de 0,9 ml de diluente, 5,5 ml de tamp&o contendo
Na,HPO, 0,1 M, tartarato de sédio e potassio a 5% ¢ NaOH a 5,4%,
4 ml de solucdo salicilato de sodio a 6%. Apos a incubag¢do por 15
horas em banho-maria a 37°C, as medidas de absorbancia foram feitas
com comprimento de onda de 650 nm, utilizando-se espectrofotometro
Micronal modelo B 343 II.

O mnitrogénio total (NI) da amostra foi estimado com relagdo a
uma curva padrdo obtida com sulfato de aménio e o teor de proteina

bruta (Pb) foi calculado pela formula Pb = Nt x 6,25.
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5.2.4 - Determinagdo de Lipidios Totais

O teor de lipidios totais foi determinado segundo a técnica
descrita por TRIEBOLD (1946), utilizando-se-n-hexana no lugar do
éter.

A extragdo foi realizada em aparelho de Soxhlet, no qual foram
colocados cartuchos de papel de filtro contendo 1,0g de alga
desidratada, pelo periodo de 4 horas. Terminada a extragdo, o solvente
foi evaporado em banho-maria a uma temperatura de 70°C, e em
seguida submetido a pesagem do residuo. O percentual de lipidios
totais foi calculado através da relagdo entre o peso do lipidio extraido e

0 peso inicial da amostra.

5.3 - Extragdo de Proteinas da Alga Gracilaria cornea

5.3.1 - Extragdo de Proteinas a Diferentes Valores de pH

Com a finalidade de se determinar o melhor meio de extragdo
das proteinas € se obter uma melhor concentragdo de carboidratos, as
algas trituradas com nitrogénio liquido foram submetidas a extragdes
com solugdes salinas nas concentragdes de 0,15 M e 0,5 M ¢ a
extragdes com solugdes tampdes em diferentes pHs (3 a 10) com e sem
NaCl 0,15 M na proporgdo de 1:3 (p/v; alga:tampio). Os homogenatos
foram filtrados de imediato em tecido de nylon e centrifugados a 9200

x g por 30 minutos a 4°C. Aliquotas dos sobrenadantes foram
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utilizadas para a determinacdo da atividade hemaglutinante, dosagem

de proteina e de carboidrato.
5.3.2 - Preparagdo do Extrato Total

De acordo com os resultados obtidos no item 5.3.1, a farinha da
alga Gracilaria cornea foi submetida a extragdo com tampao fosfato
0,02 M, pH 7,0 na proporgao de 1:3 (p/v; alga:tampao). Apos agitacao
constante por 4 horas, o homogenato foi filtrado em tecido de nylon e
em seguida centrifugado a 9200 x g por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante obtido (extrato total), dialisado contra agua destilada e
concentrado por liofilizagdo parcial, fo1 utilizado nas etapas seguintes
de purificagdo e caracterizagdo parcial. O esquema de purificagdo da
lectina presente na alga marinha vermelha Gracilaria cornea esta

representado na FIGURA 02.
5.4 - Determinacdo de Proteinas

As dosagens de proteinas nas diversas etapas de purificacio da
lectina de Gracilaria cornea foram feitas segundo o método de
FOLIN (LOWRY et al, 1951). A 1 ml da amostra previamente diluida
foram adicionados 5 ml do reagente FOLIN C e, apos 10 minutos de
repouso, adicionado 0,5 ml do reagente FOLIN D. Apds repouso de
30 minutos, as absorbancias foram lidas em espectrofotometro a 750

nm. A concentracdo de proteinas foi estimada com relagdo a uma curva
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FIGURA 02 - Esquema de purificacdo da lectina presente na alga

mannha vermelha Gracilaria cornea.



padrio obtida com albumina sérica bovina (BSA). O teor de proteina
nos eluatos das cromatografias foi determinado pela medida de

absorbancia a 280 nm.

5.5 - Determinagao de Carboidratos

O teor de carboidratos nas diversas etapas de purificagdo da
lectina de Gracilaria cornea foi determinado utilizando-se a técnica
descrita por DUBOIS ef al. (1956). A 1 ml da amostra previamente
diluida foram adicionados 1 ml de fenol a 5% e 5 ml de acido sulfiirico
concentrado, e ap0Os agitagdo, a mistura permaneceu em repouso por 15
minutos para entdo ser feita a leitura das absorbancias em
espectrofotometro a 490 nm. A concentragdo de carboidratos foi

estimada com rela¢do a uma curva padrdo obtida com glicose.

5.6 - Determinagio da Especificidade Sanguinea

Com o objetivo de se determinar a especificidade sanguinea da
alga marinha vermelha Gracilaria cornea, foram feitos ensaios de
hemaglutinagéo utilizando-se eritrécitos de diferentes animais (coelho,
tejo e galinha) e humanos do sistema ABO, nativos e tratados com as
enzimas tripsina ¢ bromelaina de acordo com a metodologia descrita

por AINOUZ et al. (1992).
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5.7 - Determinagao da Atividade Hemaglutinante

A atividade hemaglutinante foi determinada através do método
das dilui¢des seriadas em tubos de ensaio. Inicialmente, em cada tubo
foram adicionados 200 ul de NaCl 0,15 M. Em seguida foram
adicionados ao primeiro tubo 200 pul da amostra, fazendo-se entio uma
série de diluigdes duplas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, etc.). A cada diluicio
foram adicionados 200 ul de uma suspensio de eritrécitos tripsinizados
de galinha a 2%. O tubos, apés leve agitagdo, foram incubados a 37°C
por 30 minutos e em seguida deixados em repouso por 30 minutos a
temperatura ambiente (25°C). O material foi entdo centrifugado a
2000 x g por 30 segundos e a hemaglutinagdio observada
macroscopicamente, sendo o titulo expresso em unidades de

hemaglutinagdo (UH/ml).

5.8 - Ensaio de Inibi¢do da Atividade Hemaglutinante

Em ensaios preliminares de inibi¢do da atividade hemaglutinante,
aliquotas de 200 ul do PI obtido da cromatografia de troca i0nica em
coluna de DEAE-Celulose, encerrando 16 UH/ml, foram pipetadas em
tubos de ensaio contendo igual volume de solucdes diluidas em séne
(1/2, /14, 1/8, 1/16, etc.) a partir de solugdes estoques de 16 agucares
simples na concentragdo de 0,1 M. Os tubos permaneceram 60 minutos
a temperatura ambiente e apos este periodo foram adicionados 400 pl

de suspensdo de eritrocitos tripsinizados de galinha a 2%, deixados em



repouso por 60 minutos a temperatura ambiente, e finalmente
centrifugados a 2000 x g por 30 minutos.

Para se determinar a inibi¢do da atividade hemaglutinante por
glicoproteinas, foi utilizada uma diluigdo do PI obtido da cromatografia
de troca i6nica em coluna de DEAE-Celulose contendo 16 UH/ml. A
concentracdo inicial das glicoproteinas foi de 5 mg/ml e o
procedimento experimental foi exatamente idéntico ao descrito acima
para os agucares simples. A especificidade da lectina foi determinada
observando-se os agucares ou glicoproteinas capazes de inibir a
atividade hemaglutinante ¢ os resultados expressos com base na
concentracdo minima do composto que ainda foi capaz de causar

nibigdo.

5.9 - Efeito de Cations Divalentes na Atividade Hemaglutinante

Amostra do extrato total de Gracilaria cornea foi submetida a
desmetalizagdo através de dialise contra solugdo de EDTA 5 mM por
18 horas e sob agitagdo a 4°C. Aliquotas do extrato dialisado foram
utilizadas em ensaios de hemaglutinagdo, na auséncia e presenca de
cations divalentes (Ca™ € Mn"", 5 mM). Ensaios utilizando o extrato
nao dialisado contra EDTA e/ou solugdes de NaCl 0,15 M com EDTA
S5mMecomCa™ e Mn™ 5 mM foram usados.
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5.10 - Termoestabilidade

A estabilidade térmica da atividade hemaglutinante presente no
extrato total de Gracilaria cornea foi determinada pela incubagdo em
banho-maria de aliquotas do extrato nas temperaturas de 40, 50 ¢ 60°C
nos intervalos de 10, 20 e 30 minutos. Apds cada periodo de
incubag@o, as amostras foram imediatamente transferidas para um
banho de gelo e centrifugadas, sendo entdo realizados os ensaios de

atividade hemaglutinante.

5.11 - Cromatografias

5.11.1 - Cromatografia de Troca I6nica em Coluna de DEAE-Celulose

O extrato concentrado, obtido por liofilizacdo parcial, foi
submetido a cromatografia de troca 16nica em coluna de DEAE-
Celulose. A coluna medindo 25.0 x 1,1 cm for montada deixando-se o
gel sedimentar por gravidade e, em seguida, equilibrada com tampao
fosfato 0,02 M, pH 7,0. O extrato concentrado foi aplicado na coluna e
a elui¢do foi feita com o tampao de equilibrio. Apés a completa eluigao
do pico ndo retido na coluna (PI), um segundo pico (PII) foi eluido com
NaCl 1 M. Durante a cromatografia foi mantido um fluxo constante de
60 ml/hora; coletadas fragoes de 3 ml e as absorbancias determinadas a
280 nm (espectrofotometr Varian 634). Os picos foram dialisados

contra agua destilada, concentrados por liofilizagdo parcial e estocados
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para posterior utilizagdo.

Dando prosseguimento ao estudo de purificacdo da
hemaglutinina, a etapa de cromatografia de troca i6nica em coluna foi
substituida por um “batch,” em wvirtude da alta concentracdo de
carboidratos presentes no extrato total de G. cormea, ocasionando o
empacotamento da coluna. Neste caso, a amostra ¢ a resina sio
misturadas (nas mesmas condi¢des descritas acima) em um bequer e
mantidas sob agitagdo por uma hora. Apos filtragdo da mistura em um
funil de placa porosa, a resina é lavada em tampdo de equilibrio € a
seguir eluida, em etapa tinica, com tampdo fosfato 20 mM, pH 7,0
contendo 1,0 M de NaCl.

5.11.2 - Cromatografia de Interagdo Hidrofobica em Coluna de Phenyl-
Sepharose CL-4B

A fragédo PI obtida por cromatografia de troca i6nica em coluna
de DEAE-Celulose foi submetida a cromatografia de interagio
hidrofébica em coluna de Phenyl-Sepharose CL-4B. A coluna medindo
11,0 x 1,1 cm foi montada deixando-se o gel sedimentar por gravidade
e, em seguida, equilibrada com tampdo fosfato 0,02 M, pH 7,0
contendo (NH4),SO,; 1,0 M. A amostra concentrada por liofilizagéo
parcial e previamente dialisada contra o tampdo de equilibrio da
coluna, apos sua aplicacdo, foi diluida em trés picos. Apos a completa
eluicdo do pico ndo retido no gel (PI), foi aplicado a coluna tamp&o

fosfato 0,02 M, pH 7,0 para a elui¢do de PII (primeiro pico retido) € a
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eluicdo de PIII (segundo pico retido) foi obtida por lavagem da coluna
com 4gua deionizada. Durante a cromatografia foi mantido um fluxo
constante de 30 ml/hora, coletadas fragdes de 3 ml e as absorbancias
determinadas a 280 nm (espectrofotometro Varian 634). Os picos
obtidos foram dialisados contra agua destilada, concentrados por

liofiliza¢do parcial e estocados para posterior utiliza¢do.

5.11.3 - Filtragdo em Gel em Coluna de Bio Gel P-100

A fragdo PII, obtida da cromatografia de interagdo hidrofébica,
encerrando 11,2 mgP/ml da solucdo de equilibrio, foi submetida a
cromatografia de filtragdo em gel em coluna de Bio Gel P-100. A
coluna foi equilibrada com tampdo TRIS-HCI 20mM, pH 7,5 contendo
Ca™ e Mn™" 5 mM e monitorada a 280 nm. A elui¢do foi feita a um
fluxo de 11 ml/h e coletadas fragdes de 2,2 ml/tubo em um coletor de
fracdes FRAC 100 (Pharmacia-LKB). Os picos obtidos nesta

cromatografia foram submetidos a ensaios de atividade hemaglutinante.

5.12 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS e f-

mercaptoetanol

Os experimentos de eletroforese foram feitos segundo o método
descrito por LAEMMLI (1970) adaptado para o uso em placas de vidro
medindo 17,5 x 16,5 cm. Para a montagem das placas, foi usado um gel

de aplicagdo contendo 3,95% de poliacrilamida em tampdo
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TRIS-HCI1 1,0 M, pH 8.8. A amostra liofilizada foi dissolvida em
tampdao TRIS-HCl1 1,0 M, pH 8,8 contendo glicerol, SDS, pB-
mercaptoetanol e azul de bromofenol. Em seguida, a amostra foi
incubada a 100°C por 10 minutos. Aliquotas de 30 ul foram aplicadas
em pocos previamente feitos no gel de aplicacdo. Apds corrida, o
coramento das proteinas foi feito utilizando-se solugdo de Coomassie
Brilliant Blue R-250 a 0,005% em metanol, acido acético e agua (4:
0,7: 5,3, v/v/v) por um periodo de 15 horas. O descoramento foi
realizado em uma solugdo de metanol, acido acético e agua (3,5 : 1 :
8,0; v/v/v). Proteinas de massas moleculares aparentes conhecidas
(Lactoalbumina, 14,2 kDa; Inibidor de Tripsina, 20,1 kDa;
Tripsinogénio, 24,0 kDa, Amdrase carbonica, 29,0 kDa; Glicose
fosfato desidrogenase, 36,0 kDa; Ovalbumina, 45,0 kDa e BSA, 66,0

kDa) foram usadas como marcadores de peso molecular.



6 - RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 - Analise Elementar

A TABELA 02 mostra os teores de umidade, cinzas, proteinas,
lipidios e carboidratos totais da alga G. cornea. Através dos dados
obtidos, verificam-se elevados teores de umidade (89,3%) e de
carboidratos (88,33%) e baixos percentuais de proteinas (6,58%),
lipidios (1,55%) e cinzas (3,54%). O alto teor obtido para umidade é

uma caracteristica comum de algas marinhas.

6.2 - Efeito do pH na Extragdo de Proteinas ¢ na Atividade

Hemaglutinante

A alga G. cornea, quando submetida a diferentes meios de
extracdo, com pH e forgas ionicas variaveis, apresentou os resultados
mostrados na TABELA 03. De acordo com os dados obtidos, pode-se
observar que as proteinas soluveis, assim como os carboidratos, foram
melhor extraidos na faixa de pH alcalino. A atividade especifica (90,3)
fo1 maxima a pH 10,0 em presenca de NaCl 0,15 M. No entanto, nesse
valor de pH o teor de carboidratos soltuveis foi ca. 2 vezes maior do
que o obtido na extragdo com tampio fosfato a pH 7,0 na auséncia de
NaCl. Por esta razio, a extragdo a pH 7,0 sem NaCl foi escolhida para

utilizacdo nas etapas seguintes de purificagdo da lectina.
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TABELA 02 - Composicdo Mimma da Alga Marinha Vermelha

Gracilaria cornea com Base no Peso Seco.

Constituinte Teor da Amostra (%)
Umidade 89,13

Proteina bruta* 6,58

Cinzas 3,54

Lipidios 1.35

Carboidratos** 88.33

* Nitrogénio total x 6,25

** Obtido por diferenca
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TABELA 03 - Efeito do pH e Diferentes Forcas I6nicas na Extragdo de
Proteinas € na Atividade Hemaglutinante da Alga

Marinha Gracilaria cornea.

Extrato Proteina  Atividade Hemaglutinante = Carboidrato
(pH) (mg) (UH*) (UH/mgP) (mg)
3,0 4,0 - - 132
5,0 4.4 81,6 18,5 43,9
7,0 4.5 228.0 50.7 22.8
8,0 4,2 265.,6 63,2 30,1
10,0 5.8 368.0 63,4 36,2
70+ NaCl0;15M 7.5 368.,0 49.0 56,4
8,0+NaCl0,15M 5,0 361,6 72,3 60,8
10,0 +NaCl0,15M 7.3 659,2 90,3 48,6
NaCl 0,15 M 5,4 97.6 18,0 222
NaCl 0,15 M 6,8 174,4 25,6 42,5

* UH - Unidade de Hemaglutinacao
(-) Nao detectado
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6.3 - Determinagdo da Especificidade Sanguinea

A atividade hemaglutinante do extrato total de G. cornea contra
diferentes eritrocitos de animais e humanos do sistema ABO, ndo
tratados e tratados enzimaticamente, é mostrada na TABELA 04. O
extrato ndo aglutinou os eritrocitos de tejo, coelho e humanos do
sistema ABO. Entretanto, apresentou especificidade por eritrocitos de
galinha tratados enzimaticamente com tripsina € bromelaina. Sendo,
portanto, os eritrocitos de galinha, tratados enzimaticamente com

tripsina, utilizados para os procedimentos posteriores.

6.4 - Inibigdo da Atividade Hemaglutinante

A atividade hemaglutinante presente na fracdo PI da DEAE do
extrato total concentrado por liofilizagdo (16 UH/ml) ndo foi inibida
por nenhum dos agucares simples testados na concentragdo inicial de
25 mM, fato comum entre muitas lectinas isoladas de algas marinhas
(SHIOMI et al., 1979; SHIOMI et al., 1981; KAMIYA et al., 1980,
ROGERS & TOPLISS, 1983). No entanto, com as glicoproteinas
testadas, sofreu inibi¢do somente para mucina na concentragdo de

625 ng/ml (TABELA 05).
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TABELA 04 - Atividade Hemaglutinante (UH/ml) do extrato total de

Gracilaria cornea frente a diferentes eritrocitos ndo

tratados e tratados enzimaticamente.

Galinha Coelho Tejo A B O

Nao tratado - - - = s 2
Tripsina 32 - - - - =
Bromelaina 32 - - - - 7

(-) Atividade ndo detectada
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TABELA 05 - Imibigdo da Atividade Hemaglutinante Presente no PI-

DEAE de Gracilaria cornea por agucares simples e

glicoproteinas.
Acucar/Glicoproteina Concentragdo
Aciucares simples C.M.A.(mM)

D(+) Galactose -
D(-) Arabinose -
L(+) Arabinose -
D(+) Rafinose -
D(-) Frutose -
D(+) Xilose -
L(+) Ramnose -
D(+) Manose -
D(+) Glucosamina -
D(+) Celobiose -
D(+) Melibiose -
D(+) Lactose -
N-Acetil-D-Galactosamina -
N-Acetil-D-Glucosamina -
Fucose -
Salicina -
Glicoproteinas C.M.G.(png/ml)
Mucina 625,0
Avidina -
Fetuina -
Egg white -

C.M.A. - Concentragdo minima do agucar capaz de inibir a atividade
hemaglutinante

C.M.G. - Concentracdo minima da glicoproteina capaz de inibir a
atividade hemaglutinante

(-) Auséncia de inibicdo em todas as concentragoes testadas
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6.5 - Efeito de Cations Divalentes na Atividade Hemaglutinante

A atividade hemaglutinante presente no extrato total da alga
marinha G. cornea nio se¢ mostrou dependente de cations divalentes
(Ca™ e Mn'" 5 mM), mantendo-se inalterada quando o extrato foi
dialisado contra EDTA 5 mM (TABELA 06).

De conformidade com dados existentes na literatura, a atividade
hemaglutinante presente em algas vermelhas n3o requer cations
divalentes para exercer a aglutinacdo de células. Como observado por
ROGERS & BLUNDEN (1980), dentre as algas vermelhas analisadas,
somente as lectinas do género Ptilota apresentaram dependéncia.
Segundo ROGERS & HORI (1993), lectinas de algas marinhas, que
interagem com glicoproteinas sem reconhecerem monossacarideos, ndo

dependem dé cations divalentes.
6.6 - Termoestabilidade

A atividade hemaglutinante presente no extrato total de G.
cornea apresentou-se estavel ao aquecimento por 30 minutos as
temperaturas de 40 e 50°C, tornando-se inativa a 60°C em 10 minutos
(FIGURA 03).

Algumas lectinas de algas marinhas podem ser consideradas
termolabeis, como as de Agardhiella tenera (SHIOMI et al., 1979),
Cystoclonium purpureum (KAMIYA et al, 1980) e Carpopeltis
Sflabellata (HORI et al, 1987), com perda total ou quase total de
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TABELA 06 - Efeito de cations divalente (Ca™ ¢ Mn'", 5 mM) na
atividade hemaglutinante presente no extrato total de

Gracilaria cornea.

FRACAO ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE*
Extrato Total 100
Extrato Total com Ca e Mn ', 5 mM 100

Controle. EDTA -

Controle. cations divalentes -

* A atividade hemaglutinante presente no extrato total foi considerada
100%

(-) Auséncia de atividade hemaglutinante



39

atividade quando aquecidas a temperaturas inferiores ou iguais a

60°C.

6.7 - Cromatografias

6.7.1 - Cromatografia em Coluna de DEAE-Celulose

Quando o extrato pigmentado e concentrado por liofilizagdo, de
G. cornea foi submetido a cromatografia em coluna de DEAE-Celulose
apresentou dois picos (FIGURA 04). O primeiro (PI-DEAE), nao
retido e livre de pigmento, encerrou toda a atividade hemaglutinante. O
segundo (PII-DEAE), retido e eluido com NaCl 1,0 M, apresentou-se

bastante pigmentado e livre de atividade hemaglutinante.

6.7.2 - Cromatografia em Coluna de Phenyl-Sepharose CL-4B

O primeiro pico (PI-DEAE), obtido da cromatografia em coluna
de DEAE-Celulose, quando submetido a cromatografia de interagdo
hidrofobica em coluna de Phenyl-Sepharose CL-4B, resultou na eluigido
de trés picos (FIGURA 05). O primeiro pico eluido nio mteragiu com a
coluna e mostrou-se ausente de atividade hemaglutinante. O segundo
pico interagiu com a coluna, sendo diluido com tampao fosfato 0,02 M,
pH 7,0 (PII-HIC), e encerrou toda a atividade hemaglutinante. O
terceiro pico, livre de atividade hemaglutinante. foi obtido pela eluigéo

com agua deionizada (PIII-HIC).
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FIGURA 04 - Cromatografia de troca idnica do extrato total de
Gracilaria cornea em coluna de DEAE-Celulose
equilibrada com tampao fosfato 0,02 M, pH 7,0. O
primeiro pico (PI-DEAE) foi eluido com o tampio de
equilibrio e o segundo pico (PII-DEAE) eluido com
NaCl 1,0 M.
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FIGURA 05 - Cromatografia de interagdo hidrofébica do PI-DEAE de
Gracilaria cornea em coluna de Phenyl-Sepharose CL-
4B equilibrada com tampio fosfato 0,02 M, pH 7,0,
com sulfato de aménio 1,0 M. O primeiro pico (PI-HIC)
fo1 eluido com o tampao de equilibrio, o segundo (PII-
HIC) foi eluido com tampao fosfato 0,02 M, pH 7,0 € o

terceiro pico (PIII-HIC) foi eluido com agua deionizada.
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6.7.3 - Cromatografia em Coluna de Bio Gel P-100

O pico obtido da cromatografia de interacdo hidrofobica (PII-
HIC) de G. cornea foi submetido a cromatografia de filtracdo em gel
em coluna de Bio Gel P-100 equilibrada com tampdo TRIS-HCI 20
mM, pH 7,5 contendo Ca’" e Mn"" 5 mM, apresentando uma elui¢do
de quatro picos (FIGURA 06). Os dois primeiros picos apresentaram
atividade hemaglutinante, enquanto os outros dois picos mostraram-se

ausentes de atividade hemaglutinante.

6.8 - Eletroforese em Ge! de Poliacrilamida em presenga de SDS e 3-

mercaptoetanol

A FIGURA 07 mostra o perfil eletroforético da fragao (PII-HIC)
de G. cornea analisada em PAGE-SDS na presenga de J-
mercaptoetanol. O resultado obtido apresentou 8 bandas protéicas de
pesos moleculares aparentes variaveis (14 a 45 kDa), mostrando a
impureza da fragdo analisada. Resultado esse confirmado através do

perfil cromatografico obtido por exclusdo molecular em Bio Gel P-100.
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FIGURA 06 - Cromatografia de filtragdo em gel do PII-HIC de
Gracilaria cornea em coluna de Bio Gel P-100
equilibrada com tampao TRIS-HCI 0,02 M, pH 7.5
contendo Ca™ e Mn"", 5 mM.
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FIGURA 07 - Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de
SDS e B-mercaptoetanol do PII-HIC de Gracilaria
cornea. 1: marcadores de massa molecular (albumina
sérica bovina, 66 kDa; ovalbumma, 45 kDa;
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 36 kDa; anidrase
carbonica, 29 kDa; tripsinogénio, 24 kDa; inibidor de
tripsina, 20,1 kDa; lactoalbumina, 14,2 kDa); 2: PII-
HIC.



7 - CONCLUSQOES

1. A analise elementar da alga marinha vermelha G. cornea apresentou

um baixo teor protéico e um elevado teor de carboidratos.

2. A alga G. cornea mostrou especificidade por eritrocitos de galinha

tratados enzimaticamente com tripsina ou bromelaina.

3. A atividade hemaglutinante ndo apresentou dependéncia de cations

divalentes Ca™ e Mn"".

4. A atividade hemaglutinante presente em G. cornea pode ser
considerada termoestavel, sendo resistente ao aquecimento a 40 e
50°C por 30 minutos e perdendo toda a atividade a 60°C nos

primeiros 10 minutos.

5. A atividade hemaglutinante ndo foi inibida por aglicares simples nas
concentragdes utilizadas, porém foi inibida pela glicoproteina mucina

na concentragdo minima de 625 pg/ml.
6. A cromatografia em DEAE-Celulose separou os pigmentos da fragdo

aglutinante presente no extrato. A fra¢do nio adsorvida a coluna (PI-

DEAE) encerrou toda a atividade hemaglutinante.

45
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7. O estudo eletroforético em PAGE-SDS obtido com o PII-HIC
mostrou a impureza da fragdo aglutinante, sugerindo a realizagdo de

etapas adicionais para a purificagdo da lectina.

8. A cromatografia de exclusdo molecular em Bio Gel P-100 confirmou
a presenca de diversas fragGes protéicas, onde os dois primeiros

picos encerraram toda a atividade hemaglutinante.

9. Estudos adicionais deverdo ser realizados para uma melhor

purifica¢do da lectina de G. cornea.
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