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Extra¢io da lectina da folha de mandioca (Manihot esculenta Crantz)
e o efeito de cations divalentes na atividade hemaglutinante

Extraction of the lectin of cassava leaves(Manihot esculenta Crantz)
and the effect of divalent cations on the hemagglutinating activity
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Resumo

Lectinas sdo proteinas ligantes de carboidratos, capazes de aglutinar eritrdcitos, podendo exercer agdo antinutricional. O isolamento destas
proteinas toxicas é interessante tanto pela sua agdo antinutricional, como pela sua aplicacdo em biotecnologia. Algumas lectinas necessitam
da presenga de fons divalentes para exercer sua atividade hemaglutinante (AH). O objetivo neste trabalho foi estudar diferentes métodos de
extracao dalectina da farinha de folhas de mandioca (FFM) e avaliar o efeito dos ions Ca** e Mn?** para sua AH. Foram feitos testes de extragao
das proteinas utilizando dois extratores, dgua e solugio salina (0,15 mol.L™, pH 7,4), em quatro tempos de extragdo, 15, 60, 120 e 180 minutos.
Para avaliar o efeito dos {fons Ca** e Mn** na AH da lectina da FEM, o extrato proteico foi dialisado contra EDTA e a AH determinada. O
efeito desses cations na aglutinagao de hemadcias também foi avaliado isoladamente. O método de extragdo proteica usando agua destilada
como extrator por 15 minutos é o mais adequado. Nao houve perda da AH na auséncia dos fons. Os cations Ca** (5 mmol.L), Mn?** (1,3 e
5 mmol.L™) e a mistura de ambos nas mesmas concentragdes provocam aglutinagdo de hemdcias, na auséncia de lectina.
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Abstract

Lectins are carbohydrates binding proteins, capable of agglutinating erythrocytes, which can act as anti-nutritional factors. The isolation of
these toxic proteins is interesting both for its anti- nutritional action and for its application in biotechnology. Some lectins need the presence
of divalent ions to express hemagglutinating activity (AH). The objective of this work was to investigate different methods of extracting
lectins from cassava leaf flour (CLF) and to evaluate the effect of the ions Ca** and Mn?*on the AH. Protein extraction tests were performed
utilizing two extractors, water and saline solution (0.15 mol.L™!, NaCl pH 7.4), under four extraction times, 15, 60, 120, and 180 minutes.
To evaluate the effect of the ions Ca** and Mn?* on the AH of CLF lectin, the protein extract was dialyzed against EDTA and the AH was
determined. The effect of the cations upon the agglutination of red blood cells was also evaluated individually. The protein extraction method
utilizing water as extractor under 15 minutes was the most suitable. No loss of AH was found in the absence of the ions. The cations Ca**
(5 mmol.L™), Mn?** (1, 3 and 5 mmol.L ), and the mixture of both under the same concentrations provoked agglutination of red blood cells
in the absence of lectin.

Keywords: cassava leaf; protein yield; hemagglutinating activity; divalent ion.

1 Introdugao
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A farinha de folhas de mandioca (FFM) é um dos
constituintes da “multimistura” (produto composto de alimentos
ndo convencionais), apresentando alto teor em proteinas,
vitaminas e minerais. Todavia, elas também apresentam algumas
substancias consideradas antinutritivas e/ou toxicas, como
cianeto, polifenois, nitrato, dcido oxdlico, saponinas, inibidores
de tripsina e as lectinas.

As técnicas de processamento usadas para preparar as
folhas de mandioca, destinadas ao consumo humano, sdo
capazes de eliminar em sua maioria, os fatores antinutricionais
presentes. De acordo com Salles (1996), a desidratacdo é um
dos procedimentos mais empregados para o processamento
das folhas de mandioca, tendo como principal objetivo a
destrui¢do de micro-organismos, inativacio de enzimas e fatores

antinutricionais e melhoria na digestibilidade. Na desidrata¢ao
em geral, utilizam-se dois fatores, a temperatura e a circulagio
de ar (CEREDA, 1996).

Lectinas sdo proteinas que reconhecem e se associam
de forma reversivel, com alta afinidade e especificidade a
carboidratos, sem, contudo, apresentarem atividade enzimatica
(GABIUS et al., 2002; LORIS, 2002; PEUMANS; van DAMME,
1995). Algumas sdo classificadas como metaloproteina, pois
necessitam de cdtions como Ca** e Mn** para realizar a sua
atividade hemaglutinante, sendo que estes {ons estdo associados
a uma série de aminodacidos que participam da ligacdo ao
carboidrato (MOREIRA et al., 1990, MURDOCK; SHADE,
2002).
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Lectina de FFM - efeito de cdtions na AH

Quando ingeridas, as lectinas ndo sdo degradadas durante
sua passagem pelo trato digestivo e podem reconhecer residuos
de carboidratos presentes nas células intestinais, ligando-se a
eles. Essa ligacdo as células das microvilosidades intestinais
provoca interferéncia na absorc¢do e utilizagdo de nutrientes,
levando a uma rapida perda de peso e inibi¢do do crescimento
de animais experimentais. Além dos efeitos degenerativos nas
membranas celulares, as lectinas mostraram a capacidade de
inibir varias enzimas intestinais (VASCONCELOS; OLIVEIRA,
2004).

A eliminacdo dos efeitos toxicos das lectinas é realizada
através de sua desnaturacao por tratamento térmico umido,
uma vez que o calor seco é pouco efetivo (AREGHEORE et al,,
1998).

Apesar de seus possiveis efeitos deletérios, elas podem ser
utilizadas em diferentes dreas biologicas e médicas, devido a
sua especificidade com relagdo aos diferentes carboidratos,
como por exemplo: (1) na investigacéo de estrutura de proteina
e carboidratos em células (SILVA, M. R.; SILVA M. A. A. P,
2000); (2) na utilizagdo em matrizes comerciais de afinidade,
empregadas na purificacdo e caracterizacdo de polissacarideos
e glicoconjugados (LIMA et al., 1997); (3) na caracterizagdo de
grupos sanguineos (LIS; SHARON, 1998); (4) na estimulagdo
da mitogénese de linfécitos, abrindo novas perspectivas no
campo da imunologia (SHARON; LIS, 2004); (5) na aglutinacao
de células cancerigenas, sendo utilizadas nos estudos de
oncogénese (SHARON; LIS, 2004); e (6) como agentes
defensivos na agricultura, em fun¢io de sua agdo fungicida,
bactericida e inseticida (GAIDAMASHVILI; van STADEN,
2002; PEUMANS Et al., 2000).

A busca de produtos naturais, que possam apresentar
aplicacdes biotecnoldgicas, como as citadas acima, é
extremamente relevante. Assim, estudar o potencial da lectina
da folha de mandioca podera agregar valor ao que antes era
considerado um subproduto agricola, além de gerar beneficios
econdmicos e contribuir para o meio ambiente, uma vez que
milhares de toneladas de folhas de mandioca deixariam de ser
descartadas, para serem utilizadas como suplemento alimentar
e/ou em biotecnologia.

Pereira (2007) iniciou os estudos com a lectina de folhas de
mandioca (Manihot esculenta Crantz cv. Cacao, aos 12 meses
de idade). Nesse estudo, as proteinas da FFM foram extraidas
empregando-se dois extratores, agua destilada e solugdo salina
tamponada (NaCl 0,15 mol.L™!, pH 7,4) em trés propor¢des:
1:10, 1:15 e 1:20 (m/v), durante 3 horas. O autor obteve maior
rendimento de extragdo proteica (0,99 g.100 g') e maior AH
(4 UH) utilizando agua destilada na propor¢do 1:20 (m/v).
Além disso, ainda nesse trabalho, apds a precipitagdo proteica
e purificagdo da lectina da FFM, néo foi detectada atividade
hemaglutinante (AH), sendo restaurada apenas ap6s a adi¢do
de extrato proteico fervido, sugerindo que, apds a purificacio,
algum fator importante para a AH havia sido perdido.

De acordo com esses resultados, torna-se necessdrio
investigar outros métodos de extracio das proteinas da folha de
mandioca no intuito de melhorar o rendimento proteico, mas,
sobretudo, que contenha proteinas com maior AH, bem como
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avaliar a dependéncia ou ndo de cations divalentes para a AH
da lectina da FFM.

Portanto o objetivo neste trabalho foi avaliar diferentes
métodos de extragio da lectina da FFM e avaliar a influéncia dos
ions Ca?* e Mn?* para a sua atividade hemaglutinante (AH).

2 Material e métodos

2.1 Preparo da farinha de folhas de mandioca

Folhas maduras de mandioca (Manihot esculenta Crantz),
cultivar Cacao, foram colhidas aos 12 meses de idade da
planta. As folhas foram lavadas e secas em estufa ventilada a
temperatura de 30 a 35 °C. Os peciolos foram retirados ap6s
24 horas de secagem e permaneceram na estufa por mais
24 horas. Em seguida, as folhas foram passadas em moinho tipo
Willy para obtengéo da farinha.

2.2 Métodos de extragdo das proteinas

Para escolher o método de extracdo das proteinas da
farinha de folhas de mandioca (FFM) que proporcionasse maior
quantidade de proteina e maior atividade hemaglutinante,
foram testados dois extratores: agua destilada e solu¢do salina
tamponada (NaCl 0,15 mol.L™!, tampdo fosfato Na HPO,
0,0309 mol.L, KH,PO,0,0077 mol.L"' pH 7,4).

A proporgao de FFM e extrator foi de 1:20 (m/v), de
acordo com Pereira (2007). A mistura foi colocada sob agitacio
mecénica por quatro tempos de 15, 60, 120 e 180 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, a suspensao foi filtrada em
tecido de organza e centrifugada a 8.000 x g, por 15 minutos a
7 °C e o sobrenadante recolhido. O residuo obtido foi submetido
a duas reextragdes sucessivas nas mesmas condi¢des e os
sobrenadantes (extrato) foram reunidos para determinagdo do
teor proteico, atividade hemaglutinante e o efeito dos fons Ca*
e Mn*? na AH.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado com trés repeti¢des, compondo um esquema
fatorial 2 x 4, em que se avaliou a utilizacdo de dois extratores,
agua destilada e solugdo salina tamponada, e o tempo de
extragdo (15, 60, 120 e 180 minutos). As variaveis analisadas
foram rendimento proteico e atividade hemaglutinante no
extrato proteico. Os resultados observados para o rendimento
proteico foram submetidos a anélise de varidncia. Para o estudo
das médias foram realizados o teste de Tukey e a analise de
regressao.

2.3 Dosagem de proteinas

A determinagdo de proteinas foi realizada segundo a
metodologia descrita por Bradford (1976), usando albumina
sérica bovina como padrao.

2.4 Determinagdo da atividade hemaglutinante

A AH foi realizada segundo a metodologia descrita por
Calderon de la Barca, Ochoa e Valencia (1985), usando placas
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de microtitulacio contendo 8 fileiras de 12 pogos cada, os quais
foram preenchidos com 100 uL de solugéo salina tamponada
e em seguida acrescidos com igual volume de amostra nos
primeiros pogos da fileira. A amostra foi submetida a uma
série de diluicdes na base 2 (29, 2!, 22, 2%, etc.), em triplicata,
com homogeneizagdo e transferéncia de 100 pL para o pogo
seguinte até o penultimo pogo da fila. Em seguida, a amostra
diluida foi incubada com 100 L de suspensdo de hemacias a
2%, preparada com sangue humano tipo A Rh positivo, em
temperatura ambiente.

Foram realizadas leituras da aglutinagdo das hemacias
visualmente, apos 60 e 90 minutos. Os resultados foram
expressos em numero de unidades hemaglutinantes (UH), que
é calculado a partir do inverso do titulo da maior diluigdo que
ainda apresentou aglutinagio visivel. Por exemplo: considerando
uma dilui¢do 2% o seu titulo igual a 1/4 e o volume de amostra
utilizado no ensaio de 100 uL, define-se que a atividade
hemaglutinante sera de 4 UH.100 pL'. Os pogos que continham
somente a suspensao de eritrdcitos serviram como controle.

2.5 Efeito de cdtions divalentes (Ca** e Mn**)
na atividade hemaglutinante

Para a verificagdo do efeito dos cations Ca*?e Mn** sobre a
AH, o extrato proteico obtido da FFM foi dialisado contra EDTA
0,2 mol.L™, pH 10, por 48 horas, com 3 trocas diarias, seguidas
de didlise contra NaCl 0,15mol.L™" por 24 horas e usado para
o ensaio da AH. Como controle utilizou-se o extrato proteico
néo dialisado contra EDTA.

O efeito desses cations divalentes na aglutinacdo de
hemacias também foi avaliado isoladamente. Para isso, incubou-
se 100 puL de uma suspensdo de eritrécitos a 2% com 100 uL
das seguintes solugdes: solu¢do salina 0,15 mol.L™, contendo
CaCl, nas concentragdes de 1, 3 e 5 mmol.L™"; solugdo salina
0,15 mol.L™', contendo MnCl, nas concentragdes de 1, 3 e
5 mmol.L"; solugdo salina 0,15 mol.L!, contendo CaCl, e
MnCl, nas concentragdes de 1,3 e 5 mmol.L™!. Como controle,
utilizou-se 100uL da suspensao de eritrdcitos 2% e 100 pL de
solugdo salina. A aglutinagdo das hemacias foi avaliada apds
60 minutos de incubagdo.

3 Resultados e discussoes

3.1 Métodos de extragdo das proteinas

A andlise de varidncia para o rendimento proteico de
extracdo mostrou efeito altamente significativo (p< 0,01)
para o tempo e para o extrator, havendo também interacdo
significativa entre esses dois fatores. Diante deste resultado
fez-se o desdobramento de tempo dentro de cada extrator e,
em seguida, foi feito o desdobramento do extrator dentro de
cada tempo.

A anidlise de regressdo detectou aumento linear no
rendimento proteico com o aumento do tempo de extragio,
quando o extrator utilizado foi a solu¢do salina. No entanto,
quando o extrator utilizado foi a agua destilada, houve um
decréscimo do rendimento proteico em um intervalo de extragio
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compreendido entre 15 e aproximadamente 79 minutos. A partir
deste ponto, o rendimento comegou a aumentar com o aumento
do tempo de extracio (Figura 1).

Na Tabela 1, estdo apresentados os rendimentos médios
da extracdo das proteinas considerando-se os extratores
utilizados. Para o tempo de extragdo de quinze minutos, ndo
houve diferenca significativa, pelo teste de Tukey, entre os dois
extratores utilizados. Para os demais tempos de extragdo, a
solucdo salina proporcionou maior extratibilidade proteica, o
que estd intimamente ligado ao aumento da for¢a iénica do meio
e o consequente aumento da solubilidade das proteinas.

As AH obtidas para cada tratamento estdo apresentadas
na Tabela 2. A 4gua destilada com um tempo de extragdo de 15
minutos apresentou maior AH.

Pereira (2007), extraindo as proteinas da FFM (Manihot
esculenta Crantz, cv. Cacao, aos 12 meses de idade) com
agua destilada, por 180 minutos, obteve a maior AH (4 UH),
com um rendimento de extragao de 0,99 g.100 g™'. Portanto,
verifica-se que no presente trabalho houve um aumento de
100% na AH (8 UH) com o tempo de extracdo de apenas
15 minutos, todavia um menor rendimento de extracio
proteica (0,64 g.100 g™').

1,0 -
y = 0,0014x + 0,5827

0.8 | R? = 0,9899

0,6 A

y = 0,000007x* - 0,0011x + 0,6442
R*=0,8557

0,0 T T T ]
0 50 100 150 200

Rendimento protéico g.100 g' FFM

Tempo de extragdo (minutos)

e Extrator salina A Extrator dgua

Figura 1. Curvas e equagdes de regressdo representativas dos valores
de rendimento protéico de dois extratores em fun¢io do tempo
de extracao.

Tabela 1. Rendimentos médios de proteina (g.100 g™*) da farinha de
folhas de mandioca.

Tempo de extra¢io (minutos)

Extrator 15 60 120 180
Agua destilada 0,64* 0,59° 0,63* 0,68*
Solugdo salina’ 0,60? 0,66" 0,76° 0,82°
Coeficiente variagao (%) 4,93

Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade; e "Solugao de NaCl 0,15mol.L! com tampao fosfato Na,HPO, 0,0309
mol.L, KH2P04 0,0077 mol.L™' pH 7,4.
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Tabela 2. Atividade hemaglutinante com dois extratores e varios tempos de extragao.

Atividade hemaglutinante

Tempo (minutos) Extrator Proteina (ug.100 pL™) (UH".100 pL™) Atividade especifica
(UH.mg proteina™)
15 Agua destilada 10,67 8 749,8
Solugdo salina® 10,00 4 400,0
60 Agua destilada 9,83 4 406,92
Solugio salina 11,00 NDe¢ -
120 Agua destilada 10,50 2 190,48
Solugdo salina 12,67 ND -
180 Agua destilada 11,33 1 88,26
Solugio salina 13,67 ND -

*NaCl 0,15mol.L! com tampao fosfato pH 7,4; *Inverso do titulo da maior diluigdo na base 2, que ainda apresentou aglutinagao visivel em nimero de unidades hemaglutinantes (UH);

e °Nao detectada.

3.2 Efeito de cdtions divalentes (Ca** e Mn**)
na atividade hemaglutinante

A fim de verificar se a lectina da FFM requer para a sua
atividade os fons Ca** e Mn*, o extrato proteico da FFM foi
submetido a didlise contra EDTA (quelante de metais), pH 10.
Observou-se que nao houve perda da AH apds essa didlise. Este
resultado sugere que a lectina da folha de mandioca parece
ndo ser dependente dos cétions divalentes Ca** e Mn?* para
exercer sua AH.

A lectina de sementes de Pouteria torta (BOLETI, 2003),
quando incubada com acido EDTA 0,025 mol.L™! e acido
EGTA 0,025 mol.L™, apresentou perda da atividade bioldgica,
mostrando ser dependente de ions Ca**, Mn** e Mg*". No
entanto, quando Ca?* (12,5 mmol.L™") e Mn?* (12,5 mmol.L")
foram adicionados ao ensaio de hemaglutinagio, a atividade da
lectina de Pouteria torta foi restaurada. Resultado semelhante
pode ser observado para a lectina da esponja marinha
Tedania ignis (DIAS, 2006), cuja atividade hemaglutinante
no extrato bruto sé foi detectada apds a adigdo dos ions Ca**
e Mn?" na concentragdo de 25 mmol.L .

Todavia, segundo Riidiger (1998), cations divalentes em
altas concentraces sdo capazes de aglutinar células e, para
garantir que a aglutinagio estd sendo mediada pela lectina,
exige-se que ocorra a inibicdo dessa atividade com a adi¢do
de carboidratos. Por isto, a influéncia de ions Ca** e Mn?*
isoladamente na aglutinagao de hemdcias foi analisada e os
resultados estdo apresentados na Tabela 3. Verifica-se que, em
todas as solugdes salinas incubadas com uma suspenséo de
hemacias a 2%, houve aglutinacdo destas células, exceto nas
contendo 1 e 3 mmol.L™! de Ca?*. Esse resultado confirma que
os cations Ca** e Mn?* parecem exercer papel hemaglutinante
e, quando adicionados ao ensaio de hemaglutina¢do, podem
superestimar o valor desta atividade.

Diante dos resultados, torna-se necessario uma investigagao
mais detalhada sobre a real influéncia de cations divalentes na
atividade hemaglutinante de outras lectinas.
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Tabela 3. Aglutinagdao de hemadcias incubadas com solugoes salinas
contendo diferentes concentracdes de Ca’** e Mn*" e da mistura de
ambos os ions, na auséncia de lectina.

Solu¢des de NaCl 0,15 mol.L™!
contendo Ca*

Aglutinacio de hemdcias

1 mmol.L"! negativo
3 mmol.L™! negativo
5 mmol.L™! positivo
contendo Mn?*
1 mmol.L! positivo
3 mmol.L*! positivo
5 mmol.L™! positivo
contendo Ca** e Mn**
1 mmol.L™ positivo
3 mmol.L™! positivo
5 mmol.L™! positivo

4 Conclusoes

Dos métodos de extragdo proteica estudados, aquele que
usou agua destilada como extrator por um tempo de 15 minutos
¢ 0 mais adequado por que acarretou maior AH, apesar de ndo
ser o de maior rendimento de extragéo proteica.

A lectina da folha de mandioca parece ndo ser dependente
de fons metalicos como Ca** e Mn?** para exercer sua atividade
hemaglutinante.

Os cétions Ca*" (5 mmol.L™!), Mn?* (1,3 e 5 mmol.L ') ea
mistura de ambos (1, 3 e 5 mmol.L™') provocam a aglutina¢ao
de hemdcias, portanto, cuidado deve ser tomado ao adiciona-los
em ensaios de hemaglutinacéo.
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