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RESUMO

PEREIRA, Chrystian Aradjo. Hemaglutinina de folhas de mandioca
(Manihot esculenta Crantz): purificacio parcial e toxicidade. 2007. 43p.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia, drea de concentracdo Agroquimica e
Agrobioquimica) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. !

No intuito de reduzir os niveis de desnutri¢do no pais, diversos setores
da sociedade, como a Pastoral da Crianga, vém buscando alternativas para a
suplementacao alimentar de populagdes carentes, como por exemplo, o uso de
uma multimistura. Um dos componentes dessa multimistura € a farinha de folhas
de mandioca (FFM) que possui elevado conteido em proteinas, vitaminas e
minerais. Todavia, as folhas de mandioca também apresentam algumas
substincias consideradas antinutritivas e ou tdxicas, como cianeto, polifendis,
nitrato, dcido oxdlico, hemaglutinina, saponinas e inibidores de tripsina. Entre
estas, destaca-se a hemaglutinina ou lectina, cujos estudos disponiveis até a
presente data referem-se apenas a sua atividade hemaglutinante. O objetivo deste
trabalho foi extrair as proteinas da FFM, purificando-as em coluna
cromatogréfica e determinar sua atividade hemaglutinante e toxicidade. Foram
testadas vdrias estratégias de extragdo e precipitacdo das proteinas, tendo o
maior teor protéico e atividade hemaglutinante sido obtidos na extracdo com
dgua destilada na proporcdo 1:20 (p/v), seguida da precipitacdo com sulfato de
amonio a 80% de saturacdo. As proteinas precipitadas foram purificadas em
coluna Q-Sepharose Fast Flow. Das quatro fragdes obtidas na purificacdo (I, II,
III e IV), a I e a II apresentaram maiores atividades especificas. As mesmas
fracOes foram injetadas via intraperitoneal em camundongos com doses para
cada animal com 20g de peso de 2ug (fracdo I), 3pg (fragdo II), S4pg (fragdo III)
e 52ug (fragdo IV), ndo sendo observadas mortes ou quaisquer efeitos adversos,
ap6s 120 horas.

! Comité Orientador: Dra. Angelita Duarte Corréa (Orientadora), Dra. Celeste
Maria Patto de Abreu, Dr. Custédio Donizete dos Santos — DQI e Dr. Raimundo
Vicente de Sousa — DMV (Co-orientadores) — UFLA.
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ABSTRACT

PEREIRA, Chrystian Aradjo. Hemagglutinin of cassava leaves (Manihot
esculenta Crantz): partial purification and toxicity. 2007. 43p. Dissertation



1 INTRODUCAO

A pesquisa da composi¢do quimica dos diversos alimentos utilizados
cotidianamente na dieta humana, associada a crescente busca por alternativas
alimentares e nutricionais, devido a escassez alimentar, principalmente em
paises subdesenvolvidos, gera a necessidade de estudos sobre a relacdo
consumo/beneficio dos alimentos. Esses estudos buscam elucidar os fatores
nutricionais e antinutricionais presentes nas fontes alimentares convencionais ou
alternativas, além de determinar padrdes de consumo seguro para o ser humano.

No Brasil, os elevados niveis de desnutri¢do e a escassez alimentar em
determinadas regides do pais tém impulsionado a cria¢do de programas sociais
que combatam esses problemas com alternativas alimentares de elevado valor
nutricional, baixo custo e facil acesso.

No intuito de reduzir os niveis de desnutri¢do no pais, diversos setores
da sociedade, como a Pastoral da Crianga, vém buscando alternativas para a
suplementacdo alimentar de populacdes carentes, como por exemplo, o uso de
uma multimistura. Essa multimistura é constituida, principalmente, de alimentos
ndo-convencionais e ou subprodutos agroindustriais ricos em diferentes
nutrientes. Segundo Camara & Madruga (2001), o seu uso como suplemento
alimentar, em programas de intervencdo nutricional para populagdes brasileiras
carentes, vem se apresentando como uma alternativa alimentar de valor nutritivo
razoavel, baixo custo, preparo rapido e paladar regionalizado.

Um dos componentes dessa multimistura é a farinha de folhas de
mandioca que possui elevado conteido em proteinas, vitaminas e minerais
quando comparados a hortali¢as folhosas convencionais. Todavia, elas também
apresentam algumas substancias consideradas antinutritivas e ou tdxicas, como

cianeto, polifendis, nitrato, dcido oxdlico, hemaglutinina, saponinas e inibidores



de tripsina. Estas substincias podem ocasionar maleficios a saide, dependendo
da quantidade consumida ou, entdo, podem trazer beneficios, dependendo da
substancia e ou da circunstincia.

Entre as substancias presentes nas folhas de mandioca, destaca-se a
hemaglutinina, ou lectina, cujos estudos disponiveis, até a presente data,
referem-se apenas a sua atividade hemaglutinante.

De modo geral, as lectinas acarretam efeitos degenerativos nas
membranas celulares e podem inibir a agdo de enzimas digestivas, interferindo
na absor¢do dos nutrientes, causando diminui¢do do crescimento e até mesmo
serem letais. Além disso, com o crescente interesse em pesquisas e aplicagdes
praticas dessa classe de substincias, tais como estudos em oncogénese,
bioquimica e imunologia, acdo inseticida e outras, torna-se necessdria uma
investigacao mais detalhada desse antinutriente na folha de mandioca.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi extrair, purificar e avaliar a

toxicidade da hemaglutinina da folha de mandioca.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da cultura de mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta perene, arbustiva,
pertencente a familia das Euforbidceas, largamente cultivada por indios na
América do Sul e trépicos hd mais de um século (Chew, 1972; Lorezi & Dias,
1993).

Constitui-se em uma cultura de climas aridos, possuindo habilidade de
crescer em solos pobres e relativa resisténcia as ervas daninhas e aos insetos,
caracteristicas que a tornam um alimento importante em diversas regides pobres
do mundo (Paiva, 1994). E bem tolerante 2 seca e possui ampla adaptacio as
mais variadas condi¢des de clima e solo. A longevidade das folhas varia de 60 a
120 dias e sua perda total ocorre naturalmente, caracterizando o periodo de
repouso fisioldgico. Esse periodo é o mais favordvel para a colheita das raizes,
devido a maior concentracdo de amido (Lorezi & Dias, 1993).

Com a expansdo da cultura no pafs, surgiu uma série de limitagdes,
como o curto tempo de conservagdo das raizes depois de colhidas, devido a
rapida deterioracdo, interferindo na qualidade comercial. Dessa forma, diversos
tratamentos adequados tém sido desenvolvidos para diminuir sua perecibilidade
(Paiva, 1994).

Com uma produgdo acima de 170 milhdes de toneladas de raizes, a
mandioca constitui uma das principais exploragdes agricolas do mundo. Entre as
tuberosas, perde apenas para a batata. Nos trépicos, essa importancia aumenta
(EMBRAPA, 2005). Atualmente, o Brasil é o maior produtor mundial, com uma
producdo de 27,5 milhdes de toneladas, em 2006 e estimativa semelhante para
2007, sendo os estados do Para, Bahia, Parand e Maranhdo, os maiores

produtores, responsdaveis por 54,3% desse total (SECTEC, 2007).



Além do substancial consumo das raizes, tem sido proposta a utilizacdo
da parte aérea da planta, que até entdo € tratada como um subproduto agricola,
mas que, nutricionalmente, apresenta um grande potencial para consumo
humano. Desta parte aérea, considera-se aproveitivel, do ponto de vista
nutricional, apenas o tergo superior, representado pelas folhas (Carvalho & Kato,
1987).

De acordo com dados da FAO (2007), no Brasil, a drea plantada com
mandioca foi de, aproximadamente, 1,8 milhdo de hectares, em 2004,
equivalentes a 36 bilhdes de plantas (densidade de plantio de 20.000 plantas/ha).
Segundo Carvalho & Kato (1987), ao se considerar um peso médio de 0,45 kg
de terco superior/planta, esta drea plantada forneceria, aproximadamente, 14

milhdes de toneladas de terco superior sem utilizagao prética.

2.2 Composicao quimica das folhas de mandioca

As folhas de mandioca sdo ricas em proteinas, vitaminas e minerais. Os
teores de proteinas em folhas de mandioca variam de 20,77 a 37,94 g/100g de
matéria seca (MS) (Corréa et al., 2004; Madruga & Camara, 2000; Melo, 2005;
Modesto et al., 2001; Ortega-Flores et al., 2003; Wobeto et al., 2006).



et al., 2006). J4 os niveis dos minerais Ca, Mg, Mn, Fe e Zn, variam de 0,98 a
2,21g/100g MS, de 160 a 350mg/100g MS, de 105,77 a 225,60mg/100g MS, de
50,30 a 333,69mg/kg MS e de 4,05 a 91,89mg/kg MS, respectivamente (Melo,
2005; Wobeto et al., 2006). A composi¢do quimica da parte aérea da mandioca
sofre variacOes acentuadas com a idade das plantas e depende também do grau
de enfolhamento (Carvalho & Kato, 1987).

Contudo, as folhas de mandioca também apresentam, em sua
constituicao, substincias antinutritivas e ou téxicas que podem comprometer seu
uso, dependendo das quantidades ingeridas e da forma de consumo. Foi relatada
a presenca de 4cido oxdlico, nitrato, cianeto, polifendis, inibidores de tripsina,
saponinas (Corréa, 2000; Melo, 2005; Wobeto, 2003) e hemaglutininas (Melo,
2005; Wobeto, 2003).

Dentre essas substdncias antinutritivas, a hemaglutinina é pouco
estudada. Os dados da literatura sdo relacionados apenas a sua atividade
hemaglutinante (Melo, 2005; Wobeto, 2003) e, portanto, insuficientes para

estabelecer os parametros de consumo seguro da FFM.

2.3 Hemaglutininas

2.3.1 Propriedades gerais

Hemaglutininas, também denominadas lectinas, sdo glicoproteinas que
tém a propriedade especifica de se ligar a certos carboidratos. Apresentam em
geral, massa molar entre 80.000 e 130.000g/mol e o teor de aglicar em suas
moléculas esta entre 5% e 13%, além de toxicidade e resisténcia térmica
variaveis (Sgarbieri, 1987).

Devido a esta propriedade de ligacdo a carboidratos, as hemaglutininas
podem ligar-se a certos componentes da membrana das células sangiiineas. Sao

conhecidas por sua habilidade em aglutinar células, especialmente células



vermelhas sangiifneas chamadas de eritrécitos, provocando o fendmeno da
hemaglutinacio (Reynoso-Camacho et al., 2003).

A primeira descrigdo de uma hemaglutinina de planta foi feita por
Stillmark, em 1889, que isolou, a partir de Ricinus communis, uma proteina
téxica, denominada ricina, com capacidade de aglutinar eritrécitos de humanos e
animais (Liener, 1980; Sharon & Lis, 2004).

Em 1954, Boyd & Shapleigh propuseram o termo “lectina”, do latim
legere = escolher, para denotar a habilidade de ligar-se especificamente a células
vermelhas do sistema ABO de grupos sangiiineos (Vasconcelos & Oliveira,
2004). O termo lectina foi generalizado para englobar todas aglutininas aguicar-
especificas de origem ndo-imune, independente da fonte e especificidade de tipo
sangiiineo (Sharon & Lis, 2004).

Atualmente, sabe-se que as lectinas sdo muito difundidas na natureza, e
extratos de, aproximadamente, 800 espécies vegetais apresentam atividade
aglutinante (Shibamoto & Bjeldanes, 1996).

Uma das mais importantes caracteristicas das lectinas, compativel com a
proposta fun¢do de defesa, € a elevada resisténcia a protedlise e a variagdo de
pH, mesmo quando ela se encontra fora do seu ambiente natural (Peumans &
Van Damme, 1995; Vasconcelos & Oliveira, 2004).

Outras duas caracteristicas das lectinas, descobertas na década de 1960,
sdo a estimulacdo da mitogénese de linfécitos e a aglutinacdo de células
tumorais, de grande importancia nos campos da imunologia e da medicina

(Sharon & Lis, 2004).

2.3.2 Distribuicao
As lectinas sdo encontradas em muitos organismos, desde virus e
bactérias, até animais e plantas (Lis & Sharon, 1998). Em plantas superiores, a

maioria € encontrada em sementes, mas tubérculos e seivas também sdo fontes.



Em alguns casos, sua presenca em folhas, caules e cascas também foi
demonstrada (Liener, 1980).

As lectinas sdo encontradas, principalmente, nas familias Fabaceae,
Gramineae, Algae, Euphorbiaceae e outras, sendo a primeira a que apresenta o
maior nimero de lectinas isoladas, principalmente em sementes (Loris et al.,
1998; Sharon, 1993). Estao presentes em feijdo, ervilha, soja, amendoim, germe
de trigo, arroz, milho, orégano, repolho, alho, tomate, cogumelo, batata, cenoura,
cereja, amora, abacate e outros, como também em vdrias espécies nao
cultivadas. No entanto, existem relatos de intoxicacdo em humanos apenas com
lectinas de feijao, devido ao pouco tempo de cozimento (Vasconcelos &

Oliveira, 2004).

2.3.3 Caracteristicas dos sitios de ligacio

Lectinas sdo proteinas com, no minimo, um dominio ndo catalitico que
liga-se reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos (Peumans &
Van Damme, 1998). Esta interacdo é mediada por pontes de hidrogénio ou
forcas de van der Waals (Weis & Drickamer, 1996).

A ligacdo a mono ou oligossacarideos é especifica, no entanto, as
lectinas - a excecdo das quimerolectinas - sdo desprovidas de atividade catalitica
e, ao contrario dos anticorpos, ndo sdo produtos de uma resposta imune. Cada
molécula de lectina contém, tipicamente, dois ou mais sitios de ligacdo a
carboidratos — s@o di ou polivalentes. Portanto, quando elas reagem com células,
por exemplo, eritrécitos, elas ndo combinardo apenas com acgtcares na sua
superficie, mas também causardo uma ligacdo cruzada das células e sua
subseqiiente precipitacdo, um fendmeno referido como aglutinacao das células.
A aglutinagdo de eritrécitos (hemadcias), ou a atividade hemaglutinante das
lectinas, € o principal atributo dessas proteinas e € usada rotineiramente, para a

sua detec¢do e caracterizacdo (Lis & Sharon, 1998).



As lectinas de plantas reconhecem apenas um restrito grupo de agtcares,
que inclui os monossacarideos: D-glicose, D-galactose, D-manose, L-fucose (6-
desoxi-L-galactose), dois amino-agucares: N-acetil-D-glucosamina e N-acetil-D-

galactosamina e os ceto-actcares: D-frutose e L-sorbose. A m



(Peumans & Van Damme, 1995; Van Damme et al., 1998), as quais estdo

ilustradas na Figura 1.
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FIGURA 1 Classificagdo das lectinas quanto a estrutura dos sitios de ligacao
(Van Damme et al., 1998 adaptado por Boleti, 2003).

a) Classificacao quanto aos sitios de ligacao

Merolectinas

As merolectinas sdo protefnas constituidas, exclusivamente, de apenas
um dominio de ligagdo a carboidratos. Por serem pequenas, devido a sua
natureza monovalente, sdo incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar

células. Um exemplo deste grupo € a heveina, extraida do litex de Hevea



brasiliensis (Van Parijs et al., 1991) e proteinas manose-especificas de orquideas

(Peumans & Van Damme, 1995).

Hololectinas

As hololectinas também sdo constituidas exclusivamente de dominios de
ligacdo a carboidratos, no entanto, conttm dois ou mais dominios, que sio
idénticos ou muito homologos. Compreendem todas lectinas que tem multiplos
sitios de ligacdo e, portanto, sdo capazes de aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados. A maioria de todas lectinas de plantas conhecidas &
hololectina, porque se comportam como hemaglutininas (Peumans & Van

Damme, 1995).

Quimerolectinas

As quimerolectinas correspondem a fusio de proteinas que possuem um
dominio de ligacdo a carboidrato e um outro dominio ndo relacionado, que
possui uma atividade catalitica bem definida (ou outra atividade bioldgica) e que
atua independentemente do primeiro. Dependendo do nimero de sitios de
ligacdo a carboidratos, quimerolectinas comportam-se como merolectinas ou
hololectinas. Como exemplo, cita-se a ricina (lectina da mamona), pertencente a
familia das proteinas inativadoras de ribossomos (RIP tipo 2), que possui dois

sitios de ligagdo a carboidratos (Peumans & Van Damme, 1995).

Superlectinas

Apresentam, no minimo, dois sitios de ligacdo a carboidratos, que
diferem dos sitios das hololectinas por reconhecerem agticares estruturalmente e
funcionalmente diferentes. A lectina do bulbo de tulipa possui dois dominios de
ligacdio a carboidrato que reconhecem manose e N-acetil-galactosamina,

respectivamente (Van Damme et al., 1998).
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b) Grupos ou familias de lectinas

Lectinas de plantas sdo, usualmente, consideradas como um grupo muito
heterogéneo de proteinas porque estudos bioquimicos comparativos indicam que
elas diferem umas das outras com relacdo as suas propriedades
bioquimicas/fisico-quimicas, estrutura molecular, especificidade de ligacdo a
carboidratos e atividades bioldgicas. Contudo, devido ao rdpido progresso na
andlise estrutural de lectinas, clonagem molecular de seus genes e a andlise das
seqiiéncias disponiveis, foi possivel distinguir sete familias de proteinas
relacionadas evolutivamente (Van Damme et al., 1998).

Esta classificagdo baseada nas semelhangas estruturais e evolutivas das
lectinas define sete grupos ou familias: lectinas de legumes, lectinas de
monocotiledoneas, lectinas ligantes a quitina, proteinas inativadoras de
ribossomo tipo 2 (RIP), floema de Cucurbitaceae, familia Jacalina e
Amaranthaceae (Peumans & Van Damme, 1998). Na Tabela 1 estd apresentada
a classificacdo das lectinas em familias.

As quatro primeiras familias apresentadas na Tabela 1 possuem
numerosos membros, enquanto as trés ultimas sdo consideradas pequenas
familias de proteinas. A maioria das lectinas de plantas conhecidas pode ser
classificada em uma dessas sete familias. Algumas lectinas, entretanto, ndo se
encaixam no sistema de classificacdo ou ndo podem ser classificadas, porque
ndo existem informacdes disponiveis sobre suas seqiiéncias (Van Damme et al.,

1998).

2.3.5 Funcoes fisiologicas no vegetal

Virias hipdteses foram propostas para as fungdes das lectinas nos
organismos vegetais, das quais destacam-se: atuacdo como anticorpos que
neutralizam bactérias do solo, protecdo da planta contra ataque de fungos,

ligacdo a enzimas glicoprotéicas em sistemas multienzimaticos organizados,
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participacdo no desenvolvimento e diferenciacdo de células embriondrias e

transporte ou armazenamento de agucares (Liener, 1980).

TABELA 1 Familias das lectinas de plantas: ocorréncia e especificidade.

Ocorréncia
Familias de Distribui¢cao Lectinas Especificidade
lectinas taxonOmica identificadas p
Legume Legumes >100 Diversa
Monocotileddneas Liliales >50 Manose
. .. Mono GlcNac
Ligantes a quitina ou >100 ou (GlcNac)
Dicotiledoneas n
Gal, GalNAc
Mono ou NeuAc
Tipo 2 RIP ou >20 a(2.6)-
Dicotiledoneas Gal/GalNAc
Floema ) Cucurbitaceae <10 (GlcNAc)
de Cucurbitaceae n
. . Moraceae Gal
Familia Jacalina Convulvulaceae s Manose/Maltose
Amaranthaceae Amaranthaceae <10 GalNac

Gal — galactose

GalNAc — N-acetilgalactosamina
GlcNAc — N-acetilglicosamina
NeuAc - dcido neuraminico

Fonte: Peumans & Van Damme (1998) adaptado por Boleti (2003).

Argumentos moleculares, bioquimicos, celulares, fisioldgicos e
evoluciondrios indicam que as lectinas t€m uma funcdo na defesa das plantas,
fundamentada na observacdo de que lectinas de plantas ligam-se a

glicoconjugados de outros organismos (Van Damme et al., 1998).
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Duas hipéteses sobre as funcdes das lectinas, levantadas na década de
1970 ainda sdo discutidas. A primeira sugere que as lectinas protegem as plantas
contra microrganismos fitopatogé€nicos e insetos, bem como contra animais
predadores. J4 a segunda teoria assume que elas estdo envolvidas na associagao
entre leguminosas e suas bactérias simbidticas fixadoras de nitrogénio (Sharon
& Lis, 2004).

Sua funcdo de defesa contra uma grande variedade de insetos é
importante pelo seu potencial uso como inseticida de ocorréncia natural (Pusztai
& Bardocz, 1996; Vasconcelos & Oliveira, 2004).

Nos dltimos anos, evidéncias acumularam-se para suportar a idéia de
que, quando as plantas sdo submetidas a estimulos bidticos ou abidticos, elas
respondem por meio da expressdo de lectinas citoplasmadticas e ou nucleares. A
localizagdo e a regulacdo da expressdo dessas lectinas indicam que elas estdo
envolvidas em interagOes proteina-carboidrato enddgenas especificas. Esses
novos achados sugerem que as lectinas podem estar envolvidas na sinalizacdo e

na regulacdo celular (Van Damme et al., 2004).

2.3.6 Efeitos toxicos decorrentes da ingestao

Como as lectinas ndo sdo degradadas durante sua passagem pelo trato
digestivo, elas podem reconhecer residuos de carboidratos presentes nas células
intestinais, ligando-se aos mesmos (Vasconcelos & Oliveira, 2004). Essa ligacdo
as células das microvilosidades intestinais provoca interferéncia na absorcdo e
utilizacdo de nutrientes (Sgarbieri, 1987).

Pusztai et al. (1998), trabalhando com lectina isolada de Viscum album,
observaram crescimento hiperpldsico dose-dependente do intestino delgado de
ratos.

Além dos efeitos degenerativos nas membranas celulares, as lectinas

mostraram a capacidade de inibir varias enzimas intestinais (Vasconcelos &
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Oliveira, 2004). Devido a sua interferéncia na absor¢do de nutrientes, podem
reduzir o crescimento e, dependendo da dose, podem ser letais (Santoro et al.,
1997).

Efeitos deletérios sistémicos em varios 6rgaos e tecidos também podem
ocorrer a partir da absorcdo intestinal, por endocitose e posterior exocitose de
lectinas, com liberacdo na circulagdo sistémica (Pusztai & Bardocz, 1996;
Vasconcelos & Oliveira, 2004).

Bardocz et al. (1996) relataram depressdo do crescimento, reducdo do
peso corporal, diminui¢do de musculatura esquelética, aumento do catabolismo
de lipides, além de reducdo significativa dos niveis de insulina sangiiinea e
pancredtica em ratos (peso corporal de 80g aproximadamente) expostos, durante
10 dias por via oral, a doses de até 450mg/kg de peso corporal, da lectina de
Phaseolus vulgaris.

Lectina extraida de Phaseolus acutifolius, administrada em grupos de
oito camundongos com peso médio de 20g via injecdo intraperitoneal, provocou
perda de peso corporal de maneira dose-dependente e alteracdes no intestino
delgado, baco e timo, apds 15 dias da administracdo. Apesar disso, a DLs, de
22.000pg/20g de peso do animal revelou baixa toxicidade aguda (Reynoso-
Camacho et al., 2003).

Antunes et al. (1995) observaram elevada toxicidade aguda de quatro
cultivares de feijao Phaseolus vulgaris. Todos os ratos alimentados com dieta
contendo feijdo cru morreram num intervalo de 2 a 9 dias. Os autores sugerem
que a elevada letalidade pode ter sido provocada por diversos fatores
antinutricionais do feijao, mas destacam a presenca de inibidores de tripsina e
lectinas.

As lectinas podem afetar significativamente todo o trato digestivo e sua
flora bacteriana, alterando o metabolismo corpéreo normal. Sdo poderosos

agentes imunogénicos via oral e parenteral e alguns de seus efeitos fisioldgicos
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estdo intrinsecamente relacionados a sua interferéncia no sistema imunol6gico

(Pusztai & Bardocz, 1996).

2.3.7 Aplicacoes praticas e atividades bioldgicas

Apesar dos potenciais efeitos deletérios, as lectinas apresentam grande
utilidade no campo da pesquisa cientifica, devido as suas caracteristicas de: (1)
ligacdo a actcares especificos, sendo empregada nos estudos de tipos
sangiiineos, (2) estimulacio da mitogénese de linfécitos, abrindo novas
perspectivas no campo da imunologia e (3) aglutinacdo de células cancerigenas,
sendo utilizadas nos estudos de oncogénese (Sharon & Lis, 2004).

As lectinas apresentam uma variedade de atividades bioldgicas,
incluindo antitumorais (Abdullaev & De Mejia, 1997; Feng et al., 2006; Kaur et
al., 2005), imunomodulatérias (Feng et al., 2006; Kaur et al., 2005; Peumans et
al., 2000; Wong & Ng, 2006), anti-HIV (Balzarini et al., 2004; Barrientos &
Gronenborn, 2005; Wang & Ng, 2001; Wong & Ng, 2006), antifingicas
(Brokaert et al., 1989; Schlumbaum et al., 1986; Van Parijs et al., 1992) e
inseticidas (Macedo et al., 2003; Murdock et al., 1990; Vasconcelos & Oliveira,
2004).

Adicionalmente, as lectinas sdo usadas na separacao e identificacdo de
células, deteccdo, isolamento e estudos estruturais de glicoproteinas,
investigacdo de carboidratos em células e organelas subcelulares (histoquimica e
citoquimica), mapeamento de vias neuronais e estudos de biossintese de
glicoproteinas, entre outros (Sharon & Lis, 2004).

As lectinas podem ligar-se a receptores glicoprotéicos do trato digestivo
de insetos e provocar efeitos deletérios locais ou sistémicos que podem repelir
ou retardar o crescimento ou, até mesmo, matar o inseto (Peumans et al., 2000).
A caracteristica bioldgica de atuar como um inseticida natural na defesa do

vegetal € de grande potencial econdmico, visto que os genes das lectinas sdo
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bons candidatos a conferir resisténcia contra pragas em produtos agricolas
transgénicos (Cavada et al., 1998; Pusztai & Bardocz, 1996).

O uso de lectinas como bloqueadores de patdgenos, estimulantes
imunolégicos, moduladores hormonais e agentes metabdlicos para aplicagdes
em clinica médica apresenta possibilidades promissoras (Pusztai & Bardocz,
1996).

As potenciais aplicagdes farmacoldgicas dessas proteinas tém
estimulado a continua investigacdo, isolamento e caracterizacdo de novas

lectinas (Ramos et al., 1998).

2.3.8 Hemaglutininas em folhas de mandioca

Em trabalho realizado com farinha de folhas de mandioca (FFM) de
diversas cultivares com diferentes idades da planta, foi observada reducdo da
atividade hemaglutinante com o aumento da maturidade do vegetal (Wobeto,
2003). Neste trabalho, foi detectada hemaglutinacio até a primeira dilui¢do na
base 2 (2') do extrato da FFM, com sangue humano tipo A Rh positivo. A autora
ressaltou que as espécies vegetais apresentam toxidez bastante varidvel e testes
toxicoldgicos seriam recomenddveis. A atividade hemaglutinante também foi
detectada até a segunda diluicdo na base 2 (2%) com sangue humano tipo A Rh
positivo, do extrato da FFM de cultivar Cacao (Melo, 2005).

Portanto, constata-se que as informacdes disponiveis sobre as
hemaglutininas em folhas de mandioca referem-se apenas a atividade
hemaglutinante, nao havendo relatos sobre purificacdo, caracterizagdo ou

potencial téxico.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido nos Departamentos de Quimica (DQI),
Biologia (DBI - Setor de Fisiologia Vegetal) e de Medicina Veterindria (DMV)

da Universidade Federal de Lavras.

3.1 Colheita, secagem das folhas de mandioca e preparo da farinha de
folhas de mandioca

Folhas maduras de mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivar Cacao,
origindrias da Fazenda Rio Grande, municipio de Lavras, MG, foram colhidas,
aos 12 meses de idade da planta e transportadas para o Laboratério de
Bioquimica do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras.
As folhas foram lavadas em 4gua corrente e 4dgua destilada, colocadas em
bancada para escorrer e, em seguida, secas em estufa ventilada a temperatura de
30°C a 35°C. Os peciolos foram retirados apds 24 horas de secagem e
permaneceram na estufa por mais 24 horas. Em seguida, as folhas foram
passadas em moinho tipo Willy e a farinha obtida foi armazenada em geladeira,

em frasco hermeticamente fechado.

3.2 Determinaciao de umidade

A dosagem de umidade foi feita em triplicatas, nas folhas frescas e na
farinha de folhas de mandioca (FFM), segundo a metodologia da AOAC (2000),
que consiste na perda de dgua por desidratagdo, em temperaturas de 100°C a

105°C.
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3.3 Extracio das proteinas

Com o objetivo de obter melhor rendimento da extracdo das proteinas da
FFM, foram testados dois extratores, dgua destilada e solug@o salina tamponada
(NaCl 0,15 mol/L, pH 7,4 tampdo fosfato) em trés propor¢des: 1:10, 1:15 e 1:20
(p/v), sob agitacdo mecanica, por 3 horas, a temperatura ambiente. Depois, a
suspensdo foi filtrada em tecido de organza e centrifugada, a 15.000 x g, por 15
minutos, a 5°C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante (extrato bruto) foi
utilizado para a determinacdo de proteinas e medida da atividade
hemaglutinante.

Escolhidas as melhores condicdes de extragdo protéica, adotou-se
reextrair o residuo da filtragdo obtido das extra¢des por trés vezes sucessivas, em
trés repeticdes, nas mesmas condi¢des, reunido-se os sobrenadantes com o

objetivo de melhorar o rendimento da extracdo.

3.4 Precipitaco das proteinas e dialise

Foram testados dois agentes precipitantes: sulfato de amonio e acetona.

Ao extrato bruto adicionou-se sulfato de amoénio sélido em pequenas
quantidades até atingir percentuais de saturagdo de 25%, 50%, 80% e 90%. Para
a saturacdo de 25%, adicionaram-se ao extrato bruto 14,4g de sulfato de
amonio/100mL; para as de 50%, 80% e 90%, ao sobrenadante de cada
precipitacdo anterior adicionaram-se 15,5g, 21,0g e 7,3g de sulfato de
amonio/100mL, respectivamente (Moreira & Perrone, 1977). Durante a adi¢ao
do sulfato de amoénio, o extrato bruto foi mantido em recipiente com gelo, sob
agitacdo magnética e acompanhamento da variacdo de pH (Cooper, 1942). Em
seguida, a mistura foi colocada em repouso, em geladeira, durante 24 horas.
Apés esse periodo, a mistura foi centrifugada, a 1.800 x g, por 20 minutos, em
temperatura ambiente. O precipitado obtido foi redissolvido em 2mL de salina

tamponada e dialisado extensivamente contra d4gua (membrana de celulose para
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didlise 25mm, volumes de 2L de dgua, 3 trocas didrias, durante 72 horas, em
geladeira e agitagdo magnética) para a retirada dos sais. Os precipitados obtidos
foram, entdo, submetidos a dosagem de proteinas e ao ensaio de atividade
hemaglutinante.

A precipitagdo das proteinas do extrato bruto com acetona a —20°C foi
feita na propor¢ao 1:4 (extrato bruto:acetona), seguida de repouso em
congelador da geladeira por 24 horas. Apds, a mistura foi centrifugada a 1.800 x
g, por 20 minutos, em temperatura ambiente, sendo o sobrenadante descartado e
o precipitado mantido em repouso em temperatura ambiente, para a evaporagao
da acetona residual. Em seguida, o precipitado foi ressuspenso em 2mL de salina

tamponada para dosagem de proteinas e medida da atividade hemaglutinante.

3.5 pH na precipitacio das proteinas com sulfato de améonio

Extratos brutos obtidos da extragdo das proteinas da FFM com &dgua
destilada na propor¢do 1:20 (p/v) tiveram seus pH ajustados para 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9 e 10, com solu¢des de HCI e NaOH e uso de um peagametro, apds a adi¢do
de sulfato de amdnio a 80% de saturacdo, sob agitacdo magnética. Apds 24
horas de repouso, os precipitados foram recuperados por centrifugacdo,
ressuspensos em solucdo salina tamponada e submetidos a didlise extensiva
contra dgua destilada. Em seguida, mediram-se o teor protéico e a atividade

hemaglutinante em cada pH.

3.6 Liofilizacao
O material dialisado foi submetido a liofilizacdo até peso constante, e
armazenado em frasco fechado em dessecador, a temperatura ambiente, para

subseqiiente purificagao.
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3.7 Purificacio das proteinas

A purificagdo das proteinas do material liofilizado foi realizada em
coluna cromatogrifica de troca anibnica Q-Sepharose Fast Flow
(26mm/100mm), utilizando um gradiente de NaCl 0,2mol/L a 1,0mol/L, para a
elui¢do das proteinas ligadas a matriz.

A coluna foi previamente equilibrada com a solug@o salina tamponada
antes da aplicacdo da amostra, até que a leitura em 280 nm permanecesse
constante, com valores abaixo de 0,02. A seguir, 40mg de liofilizado dissolvidos
em 30mL da mesma solucdo salina tamponada foram aplicados a coluna, sob um

fluxo constante de 4mL/min, com auxilio de uma bomba peristéltica. Depois,
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solucdo salina tamponada e submetidas a uma série de dilui¢des na base 2 (2°,
2! 22, 23, etc.). Em seguida, a amostra diluida foi incubada com 100uL de

suspensdo de hemdcias a 2%, preparada com sangue humano tipo A Rh positivo,
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contém aminodcidos de cadeias laterais basicas ou aromdticas. No pH de reacao,
a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante BG-250 provoca o
deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica, que absorve
fortemente em 595 nm (Compton & Jones, 1985). O produto da reacdo de
coloracdo azul-esverdeada € lido em espectrofotdmetro, utilizando albumina

sérica bovina como padrio.

3.10 Avaliacao da toxicidade

Uma avaliagdo preliminar da toxicidade aguda das lectinas foi
determinada pela injecdo intraperitoneal em camundongos Balb-C machos, de
todas as fragdes protéicas obtidas durante o procedimento de purificagdo. Foram
utilizados grupos de 10 camundongos com peso médio de 20g para cada fracdo,
perfazendo um total de 40 animais. As doses, em pg/animal, das fracdes I, II, III
e IV, foram de 2, 3, 54 e 52, respectivamente.

O parametro avaliado foi o nimero de mortes apds os periodos de 24
horas e 48 horas. Apds esse periodo, os animais foram observados por mais 72

horas, a fim de detectar eventuais efeitos adversos da administragcdo das fracdes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de umidade em triplicatas, das folhas frescas e da farinha de
folhas de mandioca (FFM) foram, em g/100g, de 67,93 + 0,06 e 8,31 £ 0,04,

respectivamente.

4.1 Extracao das proteinas
Foram realizadas diferentes estratégias de extracdo das proteinas da
FFM, visando maiores rendimento protéico e atividade hemaglutinante. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 Teores de proteinas e atividade hemaglutinante de extratos
protéicos” obtidos da FFM.

Propor¢do Atividade
FFM:extrator Proteina hemaglutinante”
Extrator (p/v) (mg/g FFM) (UH/100pL)
Agua destilada 1:10 0,57 2
NaCl 0,15 mol/L 1:10 0,52 2
Agua destilada 1:15 0,78 2
NaCl 0,15 mol/L 1:15 0,77 2
Agua destilada 1:20 1,51 4
NaCl 0,15 mol/L 1:20 1,42 4

* Os extratos protéicos foram obtidos de 1g de farinha de folhas de mandioca (FFM).

® O valor expressa o inverso do titulo da maior diluicio na base 2, em niimero de
unidades hemaglutinantes (UH), em cada 100uL de amostra utilizados no ensaio com
sangue humano tipo A Rh +.
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Observa-se que a atividade hemaglutinante foi maior na propor¢do de
1:20 (p/v) e que a 4gua destilada proporcionou maior extracdo das proteinas.
Portanto, o extrator escolhido foi a 4gua destilada, na proporcao 1:20 (p/v), para
extrair as proteinas da FFM.

Posteriormente, foi realizada extragdo com agua destilada 1:20 (p/v) e
trés reextragdes sucessivas, utilizando o residuo da filtracao da extragcao anterior.
Na terceira reextracdo, nao se detectou proteina. Portanto, duas reextracdes
foram suficientes para a remogdo das proteinas. Os teores de proteina total
extraidos na FFM foram iguais a 9,94mg/g + 0,11. Esses resultados demonstram
um aumento de 6,58 vezes em relagdo aqueles obtidos em uma tdnica extragio,
nas mesmas condi¢des. Entdo, a reextracdo do residuo por duas vezes deve ser

empregada para melhorar o rendimento de extracdo das proteinas da FFM.

4.2 Precipitacio das proteinas e dialise

4.2.1 Escolha do agente precipitante

Visando concentrar as proteinas extraidas e reduzir o volume da
amostra, o extrato bruto obtido da FFM foi submetido ao procedimento de
precipitacao.

O extrato protéico aquoso obtido da FFM foi submetido as precipitacdes
sucessivas com valores de saturacdo crescentes, a fim de determinar em qual
fracdo precipitada estaria concentrada a maior atividade hemaglutinante. Os
resultados sdo apresentados na Tabela 3.

Observa-se que a fragdo 50% de saturag@o apresentou os maiores teores
de proteina e maior atividade hemaglutinante. No entanto, as fracdes 25% e 80%
também apresentaram niveis de proteinas e atividade hemaglutinante
significativos, ao passo que, na fracdo 90%, o teor protéico foi muito baixo e a

atividade hemaglutinante ndo foi detectada. Portanto, a precipitagdo com sulfato
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de amodnio a 80% de saturacdo foi a escolhida para garantir maior quantidade de

proteina e atividade hemaglutinante.

TABELA 3 Proteina e atividade hemaglutinante das fracdes precipitadas com
sulfato de amonio.

Atividade
Sulfato de amonio Proteina” hemaglutinante”
(% de saturacdo) (mg) (UH/100puL)
25 0,260 4
50 0,420 16
80 0,270 4
90 0,058 nd*

* O extrato bruto aquoso obtido de 5g de farinha de folhas de mandioca apresentou uma
quantidade de proteinas de 5,47mg.

> O valor expressa o inverso do titulo da maior diluicdo na base 2, em nimero de
unidades hemaglutinantes (UH), em cada 100uL de amostra utilizados no ensaio com
sangue humano tipo A Rh +.

 Nao detectada.

O rendimento da precipitacdo de proteinas na fracdo 80% foi igual a
17,37% (Tabela 3). Oliveira et al. (2002), trabalhando com cotilédones de
Luetzelburgia auriculata obtiveram rendimento de 18,99%. Por outro lado,
Moreira & Perrone (1977), trabalhando com feijao Phaseolus vulgaris, Silva et
al. (2001), com sementes de Bauhinia pentandra e Zenteno et al. (1988), com
cactus Machaerocereus eruca, obtiveram rendimentos de precipitacdo de
proteinas de 39,70%, 49,04% e 60,00%, respectivamente. Essa variacdo pode ser
causada por caracteristicas especificas de cada lectina, como ponto isoelétrico,
peso molecular, tempo necessdrio para precipitagdio e espécie em que &

encontrada, entre outras.
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Foram também realizadas precipitacdes das proteinas extraidas da FFM
com sulfato de amdnio a 80% de saturagdo, com periodos de repouso de 48
horas e 72 horas sob refrigeracio e observou-se que nao houve aumento
significativo na precipitagdo das proteinas.

Adicionalmente, foi realizada a precipitagdo das proteinas com acetona.
Os resultados da Tabela 4 mostram que a atividade hemaglutinante foi maior
apds precipitacdo com sulfato de amoénio em relagdo a acetona. Portanto, o

sulfato de amonio a 80% de saturagao foi escolhido como agente precipitante.

TABELA 4 Precipitacio das proteinas do extrato bruto com sulfato de aménio a
80% de saturagdo e acetona 1:4 (extrato bruto:acetona).

Agente Proteinas® Atividade hemaglutinante®
precipitante (ng/100pL) (UH/100uL)
(NH4)2S04 14,12 32

Acetona 12,59 4

* Teores de proteinas em 100puL de amostra utilizados no ensaio.

® O valor expressa o inverso do titulo da maior diluicio na base 2, em nimero de
unidades hemaglutinantes (UH), em cada 100uL de amostra utilizados no ensaio com
sangue humano tipo A Rh +.

Nos ensaios de reextracdo, foram também realizadas precipitacdes a
80% de saturagdo com sulfato de amodnio em trés repeti¢des. O percentual de
precipitacdo foi de 22,78% =+ 0,76, evidenciando melhora no rendimento da
precipitacdo de proteinas em relagdo ao valor de 17,37%, obtido com uma unica
extragcdo. Assim, a reextracdo do residuo deve ser utilizada para aumentar a

quantidade de proteinas precipitadas.
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4.2.2 Influéncia do pH durante a precipitacio das proteinas com sulfato de
amonio

No intuito de melhorar o rendimento da precipitacdo das proteinas
extraidas da FFM, foi avaliada a influéncia do pH durante a precipitacdo por
meio da dosagem de proteinas e atividade hemaglutinante.

Os valores de pH do extrato bruto da FFM, antes e ap6s a adicdo do
sulfato de amonio, foram iguais a 5,9 e 6,1, respectivamente.

Na Figura 2 estdo apresentados o teor de proteina e a atividade
hemaglutinante dos extratos brutos precipitados com sulfato de amoénio a 80%
de saturagdo, em pH variando de 2 a 10.

Observa-se que o maior teor de proteina ocorreu com pH 8, ao passo que
a maior atividade hemaglutinante ocorreu com pH 6. Silva et al. (2001),
trabalhando com lectina de sementes de Bauhinia pentandra, também
observaram que os maiores teores de proteinas e as maiores atividades
hemaglutinantes ocorriam em valores de pH diferentes. No entanto, sugerem que
se deve escolher o pH em que for detectada a maior atividade hemaglutinante.
Optou-se, entdo, por trabalhar em pH 6, priorizando a maior atividade
hemaglutinante. Além disso, o pH 6,0 € praticamente igual ao do extrato bruto,

nao havendo necessidade de ajuste.
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FIGURA 2 Proteina e atividade hemaglutinante nos extratos brutos precipitados
com sulfato de amoénio, a 80% de saturacao.
* O valor expressa o inverso do titulo da maior diluicdo na base 2, em
nimero de unidades hemaglutinantes (UH), em cada 100uL de amostra
utilizados no ensaio com sangue humano tipo A Rh +.

4.3 Purificacio das proteinas

Na Figura 3 é mostrado o perfil de elui¢do da amostra em coluna Q-
Sepharose, sendo recolhido um total de 100 fracdes. Observam-se quatro picos
A, B, C, D, com absorbincias miximas em 280 nm iguais a 0,267, 0,156, 0,186
e 0,167, respectivamente. O pico A corresponde as fracdes de 7a 11,0B de 23 a
27,0 C de 37 a 41 e o D de 51 a 55. Verifica-se que todas as quatro fragdes
protéicas foram retiradas da coluna antes que a concentracdo do gradiente
atingisse o valor de 0,7mol/L de NaCl. A partir desse ponto, até o fim do
gradiente em 1,0mol/L de NaCl, ndo foi demonstrada a presenca de qualquer

outro pico.
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FIGURA 3 Perfil de separagdo das proteinas obtidas do extrato aquoso da

farinha de folhas de mandioca.

Coluna Q-Sepharose Fast Flow: 26mm x 100mm, volume aproximado de
56mL. Fracdes de 8mL foram coletadas sob um fluxo constante de
4mL/minuto e lidas em espectrofotometro em 280 nm. Gradiente de
eluicdo: volumes de 100mL de NaCl 0,2mol/L a 1,0mol/L (500mL.).

O pico A correspondente a proteina ndo ligada a matriz e que foi eluida
com 4gua destilada foi denominado fracdo I. Os picos B, C e D, cujas proteinas
foram retidas na coluna e eluidas apds aplicacdo do gradiente de NaCl, foram
denominados de fracdes II, III e IV, respectivamente. O perfil de elui¢do se

repetiu a cada corrida cromatogréfica realizada.
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4.4 Atividade hemaglutinante e dosagem de proteinas das fracoes
purificadas

Os teores de proteinas e atividade hemaglutinante das fracdes sdo
apresentados na Tabela 5, em que verifica-se que as fracdes purificadas nao
apresentaram atividade hemaglutinante detectdvel. Este resultado poderia ser
devido a falta de algum fator perdido durante a purificagdo. Assim, testou-se a
atividade hemaglutinante em um extrato bruto fervido e em um extrato bruto nio
fervido, tendo sido detectada apenas no extrato bruto ndo fervido. A fervura,
portanto, acarretou desnaturacio das proteinas e, como conseqiiéncia, perda da
atividade hemaglutinante. Dessa forma, ao misturar o extrato bruto fervido (sem
atividade hemaglutinante, mas contendo o fator perdido na purificacdo) as
fracOes purificadas (também sem atividade hemaglutinante), seria possivel
avaliar a necessidade ou ndo desse fator, para a atividade hemaglutinante das
fracOes purificadas. Entdo, misturou-se o extrato bruto fervido as fracdes e a
atividade hemaglutinante foi detectada, sendo mais elevada nas fracdes Il e IV.

Esses resultados indicam que algum fator necessdrio a atividade
hemaglutinante das fragGes purificadas foi perdido durante a etapa de
purificagdo. Virios autores relatam que cétions metdlicos, como Ca** e Mn*,
sdo fatores necessdrios para a atividade hemaglutinante da maioria das lectinas
vegetais (Liener, 1980; Sharon & Lis, 1990). Dessa forma, os resultados
sugerem que os fatores perdidos na purificacdo podem ser citions e que as
fragdes purificadas necessitam desses cdtions para apresentar sua atividade
hemaglutinante. Ensaios de atividade com adi¢do de Ca™ e Mn" as fracdes

purificadas devem ser realizados para confirmar ou afastar essa hipétese.
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TABELA 5 Teores de proteinas e atividade hemaglutinante das fragcdes

purificadas.
Sem adi¢do de extrato bruto Com adig¢do de extrato bruto
fervido fervido
Atividade Atividade

Proteinas hemaglutinante” Proteinas hemaglutinante®
Fragdo  (ug/100pL)* (UH/100uL) (ug/100uL)* (UH/100puL)
I 0,10 nd° 0,05 AND'
1I 0,15 nd 0,08 AND
I 1,52 nd 0,76 1
v 0,76 nd 0,38 1

*Teores de proteinas, em 100uL, das fracdes utilizadas no ensaio.

> O valor expressa o inverso do titulo da maior dilui¢do na base 2, em nimero de
unidades hemaglutinantes (UH), em cada 100uL de amostra utilizados no ensaio com
sangue humano tipo A Rh +.

“ Néo detectada.

4 Teores de proteinas, em 100pL da mistura (S50uL do extrato bruto fervido + 50uL da
fragdo purificada) utilizada no ensaio.

¢ Maior diluigéo da mistura (50puL do extrato bruto fervido + 50uL da fracdo purificada).
O valor é expresso como em b.

" Atividade detectada apenas na amostra ndo diluida (AND), correspondente ao primeiro
poco da placa de microtitulagdo, antes de iniciar a diluicdo com solugdo salina.

4.5 Recuperacio de proteinas e atividade hemaglutinante em varios estagios
de purificacao.

Na Tabela 6 estdao apresentados a atividade especifica e os teores de
proteinas durante os estdgios de purificacdo do extrato aquoso da FFM.

Observa-se que a recuperacdo das proteinas em cada estdgio de
purificacdo foi muito baixa, no maximo de 11%. J4 a atividade especifica
aumentou com a purificagcdo, tendo a fracdo I (nfo retida na coluna) a maior
atividade especifica (13.334 UH/mg proteina), sugerindo maior poder
hemaglutinante. Entre as fra¢des retidas na coluna (II, IIl e IV), a II se destacou

com uma atividade especifica de 8.696 UH/mg proteina.
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TABELA 6 Teores de proteinas e atividade especifica em vdrios estdgios de
purificacdo das proteinas da farinha de folhas de mandioca.

Proteina
Atividade especifica

Amostra Total (ug) pg/100ul (UHb/mg proteina)
Extrato Bruto® 87.360,0 8,73 458
Precipitado a 80% 9.600,0 11,83 2.705

Fragdo I 21,4 0,15 13.334
Fragdo 11 36,6 0,23 8.696

Fracdo 111 641,2 2,29 1.747

Fragao IV 526,2 1,14 3.509

* Extrato bruto aquoso obtido de 50g de farinha de folhas de mandioca.
® Inverso do titulo da maior diluicdo na base 2, em nimero de unidades hemaglutinantes
(URH).

Wong & Ng (2006), trabalhando com banana Musa basjoo, Cavada et al.
(1998), com sementes de Vatairea macrocarpa e Zenteno et al. (1988), com
cactus Machaerocereus eruca, obtiveram fra¢des purificadas com atividade
especifica em UH/mg de proteina de 5.324, 7.880 e 9.326, respectivamente.
Comparando-se com os resultados deste trabalho, verifica-se que a fragcdo II
apresenta atividade especifica (8.696 UH/mg proteina) intermedidria e a fragao I,

atividade especifica (13.334 UH/mg proteina) superior.

4.6 Avaliacao da toxicidade

A inje¢do intraperitoneal das fracdes I, II, IIl e IV, nas doses de 2, 3, 54
e 52ug/20g de peso do animal, respectivamente, ndo acarretaram nenhuma morte
apos 24, 48 e 120 horas. Também ndo foi observada qualquer reacio adversa ou
alteracdo no comportamento dos animais. Essas doses foram escolhidas em

funcdo da quantidade de proteina obtida.A dose letal (DLsy) de lectinas vegetais
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varia bastante. Lectinas isoladas de soja Glycine max (Vasconcelos et al., 1994),
de Abrus pulchellus (Ramos et al., 1998) e de feijio Phaseolus acutifolius
(Reynoso-Camacho et al., 2003) apresentaram DLs, iguais a 140, 31 e 22.000
ng/20g de peso do animal, respectivamente.

Nao existem informagdes na literatura sobre a necessidade de metais
como Ca*™® e Mn** para a ocorréncia da toxicidade de lectinas, a exemplo do que
ocorre com a atividade hemaglutinante. Portanto, novos ensaios com animais, na
presenca e na auséncia desses cdtions e com doses mais elevadas das fracdes

purificadas, devem ser realizados.
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5 CONCLUSOES

Das vérias formas de extrair as proteinas da farinha de folhas de
mandioca, a dgua destilada, na propor¢do 1:20 (p/v) acarreta maiores
extratibilidade protéica e atividade hemaglutinante.

O melhor agente precipitante € o sulfato de amonio a 80% de saturagdo
em pH 6,0, no qual a atividade hemaglutinante é maior.

Na purificagdo das proteinas obtém-se quatro picos, A, B, C e D. Todas
as proteinas apresentam atividade hemaglutinante, todavia, as dos picos A e B,
denominadas fra¢des I (ndo retida na coluna) e II (retida na coluna), se
destacam.

As doses em pg/20g de peso do animal das fragdes I, IL, Il e IV iguais a
2, 3, 54 e 52, respectivamente, empregadas nos testes de toxicidade, ndo sdo

letais aos camundongos.
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6 PERSPECTIVAS

Continuar a purificacdo das proteinas extraidas da FFM, utilizando
coluna cromatogréfica de afinidade.

Caracterizar as fragdes protéicas purificadas, determinando-se peso
molecular, estabilidade térmica, composi¢do de aminodcidos e digestibilidade
protéica entre outros.

Avaliar propriedades especificas por meio de ensaios de inibi¢do de
aglutinacdo, especificidade por acuicares e requerimento de metais para
hemaglutinacio e atividade téxica.

Continuar a investigacdo da toxicidade aguda com ensaios bioldgicos,
usando concentra¢des mais elevadas e adicionando metais como Ca*> ¢ Mn* e

ensaios de toxicidade cronica e subletal.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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