iz !
] i ;
v PAS GRATEACRD
\x p
w/

Instituto de Biologia

ste exemplar corresponde & redagdo final

da tese defendida pelo (g) candidato (a)

CLiavA P, CHabas
__________________________ ?L o/ d ]
8 aprovada Vela Coa Juigadd(

IDENTIFICACAO E CARACTERIZAC{XO PARCIAL DE
ALBUMINAS E GLOBULINAS DE TRES CULTIVARES
BRASILEIROS DE PHASEOLUS VULGARIS

CAMPINAS - SP



ELIANA PEREIRA CHAGAS

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DE
ALBUMINAS E GLOBULINAS DE TRES CULTIVARES
BRASILEIROS DE PHASEOLUS VULGARIS

Tese apresentada ao Instituto de Biolo-
gia da Universidade Estadual de Cam-
pinas para a obtengao do titulo de Mes-
tre em Ciéncias Biolégicas na drea de
Biologia Vegetal

Orientador: Prof. Dr. Luiz Gonzaga Santoro

Universidade Estadual de Campinas
Campinas -~ SP - 1993

Jrr——



Ao meu Pedro
Aos meus pais, Aécio e Irene
Aos meus irméos e 3 toda a minha familia



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Luiz Gonzaga Santoro, do Departamento de F isiologia Vegetal da
Universidade Estadual de Campinas, pela oportunidade, orientagao e auxilio,
na elaboracao desta tese.

A Coordenadoria de Aperfeicoamento do Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pelo auxilio financeiro.

Ao Prof. Dr. Ladaslav Sodek, pela sua fundamental colaboracao e auxilio em
todas as etapas deste trabalho.

Aos professores da pré-banca e da banca pela analise criteriosa, pelas sugestoes
e colaboracao.

Aos Departamentos de Bioquimica e Genética Molecular por ter facilitado a
utilizac@o dos equipamentos de laboratério.

A Segéo de Leguminosas do Instituto Agronémico de Campinas, pelo forneci-
mento do material vegetal.

Ao Prof. Dr. Pedro Luiz Dias Peres da Faculdade de Engenharia Eletrica
pelas sugestdes e auxilio na confeccao desta tese.

Ao Prof. Luiz Antonio Razera pelas sugestoes e correcoes feitas neste trabalho.

A amiga Ana Cecilia Goés Horta, que durante esse periodo muito me ensinou,
€ que com sua alegria e entusiasmo, acompanhou a execucao deste trabalho, o
meu agradecimento especial.

Aos amigos Angela, Claudia, Cyntia, Julieta, Joao Henrique, Vilma. Marcus.
Leandro, Maristela, Giulio e Jamil pelo apoio, amizade, colaboragao. compre-
ensao, etc.

Aos meus pais, Aécio e Irene, pelas sugestoes, amizade, apoio, estimulo e
paciéncia.

Ao meu Maridao Pedro, por "tudo”.

Enfim, a todos aqueles encarnados ou desencarnados, que direta ou indireta-

mente colaboraram na realizacao deste trabalho e puderam me compreender
nos momentos mais dificeis.



"Parece-me que a Natureza trabalhou para
o0s ingratos: somos felizes € nossos discur-
50s sao tais que parece que ndo o suspeita-
mos. Entretanto encontramos prazeres em
toda parte; estao ligados a nosso ser e as pe-
nas ndo sio sendo acidentes. Em toda par-
te, os objetos parecem preparados para nos-
sos prazeres: quando o sono nos chama, as
trevas agradam-nos, € quando despertamos,
a luz do dia encanta-nos. A Natureza € en-
feitada de mil cores; 0s sons agradam nossos
ouvidos; as iguarias tém gostos agraddveis,
€, como se ndo bastasse a felicidade da e-
zisténcia, cumpre ainda que nossa mdquina
necessite ser reparada para nossos prazeres.”
Montesquieu (1689-1755
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RESUMO

Sermentes de Phaseolus vulgaris de 3 cultivares (Aeté-3, Goiano precoce e Carioca) fo-
ram analisadas sob diferentes aspectos: concentracao das diferentes fracdes proteicas
de albuminas e de globulinas, padroes eletroforéticos, composi¢io de aminoacidos,
avaliagao do pl das principais vicilinas e seus valores nutritivos. A principal proteina
de reserva, a faseolina, ainda, foi analisada em seu grau de glicosilacio, conteido de
carboidratos e padrao de degradacgao enzimatico in vitro.

Varios métodos foram utilizados para extracio, separacao, analise e dosagem das
diferentes fragdes proteicas, tais como, precipitagao com tampoes, sais e pH diferen-
ciais, didlise, cromatografias (exclusao, afinidade e liquida). eletroforese denaturante,
densitometria, reagdes enzimaticas, colorimétricas e imunolégicas.

Aeté e Carioca demonstraram ser cultivares muito semelhantes, pois mostraram
o mesmo padrao eletroforético de albuminas e globulinas e a mesma concentracao
destas proteinas, de lectinas e de leguminas. A faseolina desses cultivares apresentou
uma subunidade maior e outras 3 menores na proporgio de 5:2:1:2. Apresentaram
sementes pequenas, sendo classificados como tipo ”Sanilac”. Eles sao filogenetica-
mente mais préximos, com caracteristicas bastante distintas de Goiano. Contudo, o
conteudo de Lys e carboidratos ligados & faseolina foi bem superior em Carioca em
relacao aos demais cultivares.

Goiano, por sua vez, mostrou um padrao eletroforético bem diferente dos outros
cultivares, onde a faseolina era constituida de 2 subunidades maiores e 2 menores, na
proporgao de 2:2:1:0,1, apresentando sementes grandes, por isso sendo classificado
como tipo "Contender”. Além disso, diferiu na concentragao de lectinas e leguminas.
Apresentou um maior contelido de carboidratos que Aeté e maior quantidade de Met
e Cys que os demais cultivares.

Todas as subunidades da faseolina e as leguminas dos 3 cultivares mostraram ser
glicosiladas, embora o grau de glicosilacio tenha se distribuido indistintamente.

Quanto a degradagao, semelhante também nos 3 cultivares, verificou-se que a
faseolina foi prontamente hidrolisada pela tripsina, que agiu na porc¢ao central das
subunidades, formando polipeptideos com M.M. ao redor de 20 kg/mol. A subu-
nidade a pareceu ser a primeira a ser quebrada e, em Goiano, ela provavelmente
também foi degradada no C-terminal. A faseolina de Goiano foi mais resistente ao
ataque pela tripsina do que aquelas de Aeté e Carioca.

Um aspecto comum entre os 3 cultivares, principalmente no que diz respeito a
faseolina, foi a verificacio da presenca de determinantes antigénicos comuns, pois
o anticorpo produzido contra a fracio de protefnas totais de Goiano reconheceu
aquelas de Aeté e Carioca.

Ha caracteristicas que indicam que Goiano seria o cultivar potencialmente mais
nutritivo, como o alto conteido de aminoacidos sulfurados e de Lys e a menor
concentragao de compostos hemoaglutinantes.

Vil



SUMMARY

Seeds of Phaseolus vulgaris cv. Aeté-3, Goiano precoce and Carioca were analysed
in different aspects: contents of the different protein fractions of albumins and glo-
bulins, electrophoretic banding patterns, amino acid composition, evaluation of the
range of precipitaiton of major vicilins, and their nutritional values. The degree of
glycosilation, carboydrate content and in vitro enzymatic hydrolysis patterns were
also analysed for faseolin.

Several methods were used for the extraction, separation and analysis of the
different protein fractions, e.g. precipitation using buffers; salts and differencial pH:
dialysis; exclusion, affinity and liquid chromatography; SDS-PAGE; densitometry:
enzymatic, colorimetric and immunological reactions.

The cultivars Aeté and Carioca were found to be similar in electrophoretic pat-
terns and contents of albumins, globulins, lectins and legumins. The patterns of
faseolin of these cultivars were identical, having one major and three minor bands
in a proportion of 5:2:1:2. They presented small seeds and were classified as ”Sani-
lac”. They are phylogeneticaly very similar but unlike Goiano. However, Lys and
carboydrates of faseolin were higher in Carioca than the others.

Goiano showed a very different electrophoretic pattern of faseolin, having two
major bands in a proportion of 2:2:1:0,1, with bigger seeds than the others. Goiano
had a pattern similar to "Contender”. It was also different in lectin and legumin
contents. It presented a higher carboydrate content than Aeté and higher Met and
Cys levels than the others.

All subunits of faseolin and the protein like-legumin of Aeté, Goiano and Carioca
were glycosylated but the degree of glycosilation was indistinct.

Faseolin of the three cultivars was hydrelysated by trypsin that acts in the central
portion of the molecule, producing polypeptides with M.Ws. around 20 kg/mol. The
a subunit seemed the first to be degraded and in the case of Goiano, this subunit
was hydrolysed at the carboxyl end, too. Faseolin from Goiano was more resistant
to proteolytic attack than the others of Aéeté and Carioca.

The presence of common antigenic determinants of faseolin between Aeté. Goiano
and Carioca was determined.

Some aspects like the high sulfur amino acids and Lys and the low hemoaglutin
activity (lectins) suggest that Goiano might have a higher nutritional potencial than
Aeté and Carioca.
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ERRATA

Ne pigina 21, linha 5, 1° pardgrafo, onde se 18 48 e 41 lsia 54 e 45,

Na pigina 27, linha é 1? paragrafo, onde se 18 40; 36; 345 e 34, laia 425, 385,
36,7e 36 Na Lﬁﬁa 8, 2° pardgrafo, onde 22 18 36 ¢ 34,5, leia 386 ¢ 85’ Ma linha
12, 8° pardgrafo, onds se 1é Sﬁ’ 345 e 34 kg/mdl, leia 38 6; 36,7 ¢ 36.

Na pagina 30, linha 15, 2° pardgrafo, onde se 18 36 ¢ 34, leia 386 ¢ 36,7. Na
linha 18, onde se 12 86, l=ia 38 6 e na linha 19, no lugar de 346, leia 367

Na pigina 40, nas tabelas 5 ¢ 6 respectivamente, onde se verifica a %% de globulinas
e na % de faseclina, leia:

AET GO CAR

%% globulinas  41,2% 53 45
ABET GO CAR
Prot. total Globulina FProt. total CGleobuline Prot. total Globulina
% F 35 28% a0 6% 48 25% 9i° 41 467 822

Na pdgina 42, linha 3, 1° pardgrafo, 1&-2¢ 376, a%j? ?’ 32 no lugar de 36;
345 345 e 50. .

Na pigina 45, lado esquerdo da figura l—é oride se'lé 48 leia 53.

Na pdgina 46, linhas 9 e 10, 2° pardgrafc, onde se 18 46 3. 451 44 e 42 5, leia
53,3, 512 487474 Naslinhas 1l ¢ 17, ondese 12 48 1; 446, 474 2 413, |
53,9, B0, 45,2 ¢ 386.

Na pégina 48, figura 16, & esquerda de A, onde se 18 46, 45; 44 ¢ 425, lein 53,
51, 48,7 € 47, e & eaquerda de G, onde se 1& 48; 446, 49 e 41 leia 54, 50, 46 e 45

Na pégina 50, linha 28, 6° pardgrafo, onde se 18 48,5 ¢ 46 8, leia 535 ¢ 50,

Nas péginas 52 ¢ 54, lado direito das figuras 18 ¢ m} onde se1é 46 e 42 5, leia 53
g 51

Na pégina 58, lado direito da figura 19, onde se 16 48 e 425 1

Na pagina 5‘{ lado direito da figura ?3, cnde se 1846 2 42 5 lai

5,

I*Ifa pagina 5§ lado dzreﬁ:@ da figura 44 onde ze 18 4‘2 5, leia B ":

Na pégina 60, linha 5, 1° pardgrafo, onde se 18 45 ¢ 35, leia 5‘3 37.
Na pégina bi?}, linha B, 1° pardgrafo, onde se 18 48 ¢ 41 lein 54 e 45,
Na pégina 65, inha 23, 3° paragrafo, onde se 18 45, leia 52.
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Introducao

O homem obtém seu alimento diretamente das plantas ou de animais alimentados
com plantas. Essa alimentagdo deve prover toda proteina necesséria e adequada &
idade, ao tamanho e aos diferentes estados fisioldgicos em que o organismo humano
pode se encontrar.

Sementes de plantas contribuem significativamente para a dieta humana, dentre
as quais se destacam dois grupos principais: os cereais e as leguminosas. A producao
mundial de graos de leguminosas é relativamente menor do que a de cereais, embora
sua contribuigao nutritiva seja comparativamente maior, se analisadas como fonte
de energia e proteinas. Enquanto os cereais sio responséveis por 76% (em matéria
~seca) das principais produgdes agricolas, as leguminosas correspondem a 9% deste
total [ANTUNES e SGARBIERI, 1980; PAYNE, 1983; LUMEN, 1990].

Sementes de leguminosas constituem uma excelente fonte de proteinas e car-
boidratos para melhorar dietas & base de cereais e/ou raizes em pafses de baixa
renda econdémica, sendo assim extensivamente consumidas na América do Sul e na
Africa [SOUZA e OLIVEIRA, 1969; MA e BLISS. 1978; SGARBIERI et al, 1979;
SGARBIERI, 1980].

Em média, a concentracio de proteinas em cereais corresponde a 10-15% da
materia seca em graos, enquanto que em leguminosas corresponde a 20-50% das
sementes [DERBYSHIRE et al, 1976; SGARBIERI ¢! al, 1979; BARRAT, 1980;
LARKINS, 1981].

A maior fonte de proteinas para o consumo humano e animal provem da reserva
destas sementes. Essas proteinas, sintetizadas no reticulo endoplasmadtico rugoso,
geralmente sao depositadas nos corpisculos proteicos, e permanecem supercompac-
tadas, de modo que possam se manter inalteradas enquanto a semente estd seca
ou dormente. Durante as fases iniciais do processo germinativo, essas proteinas
sao hidrolisadas para fornecer nitrogénio, carbono e outros nutrientes, permitindo
o crescimento e o desenvolvimento do embrido. Geralmente, sio protefnas ricas em
aspartato, glutamato, leucina, aminoécidos bésicos e amidas, podendo se associar
a agucares ou outros compostos [MAXIMOV, 1938; BOULTER e DERBYSHIRE,
1971; DERBYSHIRE et al, 1976; BOLLINI ¢ CHRISPEELS, 1978; PERNOLLET
e MOSSE, 1983].



Apesar do alto conteido protéico, as sementes de leguminosas raramente sio
ingeridas cruas, pois as proteinas sdo responsiveis por certo grau de toxicidade
e/ou digestibilidade deficiente [ROMERO et al, 1975; PUSZTAI e PALMER, 1977;
PUSZTAI et al, 1979; SGARBIERI et al, 1979; STEGEMANN e PIETSCH, 1983;
SGARBIERI e GARRUTI, 1986; DESHPANDE e NIELSEN, 1987a, 1987b]. Nas
ultimas décadas, considerdveis esforgos tém sido feitos para melhorar o valor nutri-
tivo dessas sementes, em reconn hecimento & sua importancia como excelentes fontes
de proteinas.

Muitos métodos sao utilizados para extrair, separar, isolar e purificar essas pro-
teinas, e a eficiéncia dos mestnos pode ser verificada mediante a anélise de uma
propriedade distinta do composto que interessa separar [STRYER, 1982]. Dentre os
mais comuns e os mais simples, destacam-se aqueles baseados na solubilidade, que
envolvem sais, tampodes e pH diferentes.

A preparacido de amostras de proteinas quimicamente puras é um ponto crucial
em trabalhos cientificos que visem & caracterizacio destes componentes celulares
[SCHOLZ et al., 1974).

O principio do processo de solubilidade de OSBORN e CAMPBELL (1896) [apud
PERNOLLET e MOSSE, 1983] pode ser amplamente utilizado para extracio de
praticamente toda proteina de reserva de leguminosas e cereais.

Para purificar e caracterizar estas proteinas, apés extracao. geralmente prossegue-
se com a utilizacdo de técnicas cromatograficas, eletroforéticas, reagoes de imuno-
difusao e a analise de aminodcidos [FRAME et al, 1976; BIETZ, 1979; JERMYN,
1975; OSBORN et al, 1987; CHRISTIE e PALMER, 1990: DOUCET et al, 1990;
KAWASAKI e SUZUKI, 1990; ORTEGA ef al, 1990; TAKAHASHI e HIROSE,
1990].

Porém, somente técnicas combinadas que empregam as diferencas nos vérios
parametros fisico-quimicos das proteinas poderao ser tteis para caracterizagao e
isolamento das mesmas.

O problema do processamento de alimentos proteicos tem muitos aspectos, tanto
tecnologicos como agricolas. M as o mais importante é o melhoramento da qualidade
nutricional de proteinas de sermentes através de selecio e métodos genéticos, bem
como o controle das propriedades funcionais das proteinas de reserva. a fim de se
obterem produtos com a qualidade apropriada para o consumo.

A solugédo desses problemas reside na investigacao de propriedades fisico-quimicas
dessas proteinas, separando-as e estudando suas fracdes individualmente. Desse
modo, poder-se-d compreender melhor como e onde sio formadas, quais sdao suas
fun¢des no endosperma, suas estruturas e caracteristicas. tanto em nivel celular
quanto molecular, tanto de vdrias espécies como de varios cultivares de leguminosas
como, por exemplo, os feijoes. Além disso, proporciona investigacoes relacionadas
a taxonomia e a estudos evolutivos [BOULTER e DERBYSHIRE. 1971; DUDMAN
e MILLERD, 1975; MA e BLISS, 1978; BIETZ, 1979; SAKAKIBARA ¢f al. 1979;



STEGEMANN e PIETSCH, 1983; GRINBERG et al, 1989; FARFAN, 1990].
Num mundo onde milhdes de pessoas sio seriamente subnutridas, hé necessidade
de se melhorarem e selecionarern plantas com maior e melhor contetido nutricional.

O Feijao

O feijao é a semente mais consumida no mundo, apesar de nao ter um dos mais
altos conteidos proteicos como a soja (~51%), o tremogo (~45%) e o guar(~33%)
[SGARBIERI et al, 1979; SG ARBIERI, 1980; SGARBIERI e GARRUTI, 1986;
AHN et al, 1990].

Sementes de leguminosas possuem bastante lisina (~6,5%) em suas proteinas
e pouca metionina e cisteina (~2,5%) enquanto os cereais, ao contrario, mostram
pouca lisina (~3%) e um alto contetido de metionina e cistefna (~4,5%) e portanto,
sao complementares um ao outro do ponto de vista nutricional. Logo, o homem
aproveita melhor as proteinas quando leguminosas e cereais sao ingeridos juntos,
como, por exemplo, arroz e feijao, que é o que constitui a base da alimentacao no
Brasil [SOUZA e OLIVEIRA, 1969; SGARBIERI et al, 1979; LUMEN, 1990].

O feijao fornece aproximadamente 28% de proteinas, 1-3% de gorduras, 60-65%
de carboidratos (amido), muitas vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina
e acido félico), e ions (ferro, cobre, magnésio, zinco e potéssio). Por outro lado,
contém fatores antinutricionais e téxicos como 4cido fitico, tanino, fendis, saponinas,
lectinas, inibidores de tripsina € quimotripsina e de alfa-amilase, cujos efeitos podem
ser reduzidos ou suprimidos corn embebigio em dgua seguida do cozimento, j4 que
sao termolabeis [PALMER et al, 1973; LIENER, 1976; ROMERO e RYAN, 1978;
ANTUNES e SGARBIERI, 1980; SGARBIERI, 1980; SGARBIERI e GARRUTI,
1986; DESHPANDE e NIELSEN, 1987b; ALMEIDA et al, 1991].

Embora os feijoes sejam ricos em alguns aminoacidos essenciais, como lisina,
treonina, valina, isoleucina e leucina, apresentam, além de uma deficiéncia em me-
tionina e cisteina, uma baixa biodisponibilidade dos mesmos [LIENER, 1976; MA e

BLISS, 1978; SGARBIERI, 1980; SGARBIERI e GARRUTI, 1986].

Origem e Evolucdo do Feijao

Estudos arqueolégicos com carbono radioativo indicam que o feijao teria se ori-
ginado numa édrea que compreende desde o norte da América do Sul até o sul

dos Estados Unidos, se desenvolvendo principalmente na regiao de cultura Inca
[SGARBIERI e GARRUTI, 1986]. Desse modo, ele poderia ter sido domesticado

1O padrao da F.A.O. (1971) para lisina ¢ 5,5% e para metionina e cisteina é 3,5%. Sio concen-
tragoes ideais de aminodcidos numa proteina alimentar humana.



no México e levado para a América do Sul ou domesticado neste mesmo local sem,
entretanto, se excluir a América Central. Muitos sugerem a domesticagao indepen-
dente nos 2 lugares.

EVANS, em 1976, sugeriu a existéncia de 2 centros de domesticacio, um na
América Central originando cultivares com sementes pequenas e outro nos Andes,
que deu origem aos genétipos que apresentam sementes relativamente grandes. Os
feijoes cultivados da América Central apresentam maior variabilidade do que os
selvagens existentes nos Andes. Embora apresentando padrdes até certo ponto dis-
tintos, os cultivares da América Central e da regiao dos Andes teriam se originado
a partir de um ancestral comum. [GEPTS et al., 1986].

Os cultivares provavelmente surgiram de domesticacdes multiplas ao longo da
area de distingao geografica dos feijoes selvagens, e essa domesticacio induziu u-
ma redugao na diversidade da principal proteina de reserva do feijao (diminuicio
do numero de variantes dentro de um padrao), especialmente na Meso-América
[KOENIG et al., 1990].

Atualmente, a exata identificagao de um cultivar é muito importante j4 que diz
respeito ao plantio correto, as consideragoes financeiras em relacio ao preco do grao,
aos cumprimentos da legislacao, & correta identificagao da semente antes do plantio,
etc [VAUGHAN, 1983].

A variabilidade das proteinas de semente tém sido extensivamente usadas em
muitas produgdes para detectar padrées e niveis de diversidade genética dentro de
uma espécie [LADIZINSKY, 1983; LOVELESS e HAMRICK, 1984 apud KOENIG
et al, 1990}, sendo amplamente utilizadas no controle de qualidade e em estudos ta-
xondmicos e filogenéticos. Nesses casos, existem vdrias razdes para o uso de proteinas
de sementes, pois estas podem ser consideradas como um estado fisiolégico estavel,
uma unidade ”conservativa”, pois sao pouco afetadas pelo ambiente, pela origem
geografica, pelas flutuagdes sazonais e pelas mutacdes espontaneas [LADIZINSKI e

HYMOWITZ, 1979 apud VAUGHAN, 1983].

Proteinas do Feijao

Como todas as leguminosas, o feijao apresenta 2 principais grupos de proteinas: as
albuminas e as globulinas, assim denominadas de acordo com os critérios de solu-
bilidade estabelecidos por OSBORN e CAMPBELL (1896) [apud PERNOLLET e
MOSSE, 1983][BOULTER e DERBYSHIRE, 1971; CROCOMO, 1975: ROMERO
et al, 1975; MA e BLISS, 1978]. OSBORN e CAMPBELL (1896) também distin-

guiram outros 2 grupos proteicos, glutelinas e prolaminas, presentes principalmente
em cereais.



Prolaminas e Glutelinas

As prolaminas sdo proteinas geralmente soliveis em solucdes alcodlicas (70-80%) e
insoliveis em 4gua ou lcool puro [FARFAN, 1990]. Sio pouco estudadas em feijao
pois sao encontradas em baixas concentragoes nessas sementes (menos que 1%).
As glutelinas sao soliveis em solugdes alcalinas ou 4cidas muito diluidas e in-
soliveis em solventes neutros e constituem uma fracio proteica bastante heterogénea.
Junto com as prolaminas contituem as principais proteinas de reserva de cereais

[PAYNE, 1983).

Albuminas

As albuminas sdo soliveis em dgua e geralmente sio proteinas enzimaticas, nao
dernonstrando ser glicosiladas. Nessas proteinas constata-se uma grande abundéancia
de aminoécidos essenciais como metionina, cisteina e lisina, e verifica-se a presenca
de lectinas, tornando a fracao albuminica importante do ponto de vista nutricional

[MA e BLISS, 1978].

Globulinas

Do total de proteinas da semente crua, 50 a 80% correspondem as globulinas [RO-
MERO et al, 1975; SGARBIERT e GARRUTI, 1986].

As globulinas sao insoliveis em 4gua e soliveis em solucdes salinas. Elas cons-
tituem as principais proteinas de reserva das sementes de leguminosas [PAYNE,
1983].

OSBORN e CAMPBELL (1896) [apud PERNOLLET e MOSSE, 1983] propu-
seram ainda a existéncia de dois tipos de globulina, encontrados em ervilha: as
leguminas (11S) e as vicilinas (7S). Este conceito foi estendido a varias legumino-
sas por DANIELSON (1949) [apud DANIELSON, 1956; PERNOLLET e MOSSE,
1983]. Em 1976, DERBYSHIRE e/ al publicaram dados e argumentos que tornaram
essa divisdo praticamente inquestiondvel. A tabela 1 mostra as principais diferencas
entre os dois grupos de globulina.

As leguminas sdo proteinas que apresentam uma molécula maior e mais resistente
ao calor, além de apresentarem maiores concentracdes de aminoacidos sulfurados do
que as vicilinas. Entretanto, as vicilinas sio as principais proteinas de reserva de
Phaseolus vulgaris . As leguminas representam a menor porgao proteica e em alguns
casos podem até estar ausentes [SCHOLZ et al, 1974; DERBYSHIRE e BOULTER,
1976; DERBYSHIRE et al, 1976; BOLLINI e CHRISPEELS, 1978: SAKAKIBARA
et al, 1979]. Leguminas e vicilinas estio localizadas nos corpusculos proteicos e
juntas perfazem ao redor de 809 do nitrogénio proteico das sementes de leguminosas
[BARKER et al, 1976; DERBY SHIRE et al, 1976)



Tabela 1: Principais diferengas entre leguminas e vicilinas

CARACTERISTICA LEGUMINA VICILINA

C.S.= 11S 7S

M.M. 300-400 kg/mol 200 + 50 kg/mol

Em sol. salina menos solivel mais solivel

T? de coagulagao alta (mais estavel) baixa (menos estdvel)
Quantidade de S e N°¢ alta baixa
Aminoacidos mais sulfurados menos sulfurados
Glicosilagao geralmente néo tem agiicares glicoprotefna (lig. covalente)

2 Coeficiente de sedimentacao
bTemnperatura
¢*S=enxofre e N=nitrogénio

Essas proteinas mostram um alto conteddo de amidas, bastante lisina e pouco
triptofano, e a solubilidade das mesmas depende da forca idnica e do pH [SUN e
HALL, 1975; SHEIN, 1990]. Leguminas e vicilinas podem ser separadas por preci-
pitacao isoelétrica e também por diferenca de solubilidade em solucodes salinas. As
leguminas sdo mais soliveis em solugdes salinas concentradas ao passo que as vici-
linas o sao em solugdes salinas menos concentradas [ROMERO et dl, 1975; SUN e

HALL, 1975; SUCHKOV et al, 1990].

Leguminas

As leguminas sdo proteinas oligoméricas globulares, com muitas partes iguais na
cadeia polipeptidica, levando a uma considerivel homologia de até 60%, e seu pl
estd emn torno de 4,8. Em relagao a estrutura tercidria, sio hexameros que nao
tém estrutura compacta, e sao constituidas por 2 tipos de cadeia: as a e as 3. As
a séo &cidas, variando de 27 a 50 kg/mol, sio as mais pesadas e os aminodcidos
N-terminais sdo leucina e glutamato. As 3 sao bésicas, com 19 a 24 kg/mol, mais
leves e os aminodcidos N-terminais sio glicina, alanina. valina e leucina. As cadeias
se unerm geralmente através de pontes dissulfeto, em quantidades equimolares. Elas
se ligamn num bicatendrio, forrnando um monémero. Seis monémeros se ligam e
formam 2 hexégonos idénticos, um sobre o outro, e uma cadeia icida tem como
vizinhas 3 bésicas (figura 1) [WRIGHT e BOULTER, 1974; DERBYSHIRE et al,
1976; PRZYBYLSKA et al, 1979; BLAGROVE et al, 1980; HORSTMANN, 1983;
GRINBERG et al, 1989].

Em SDS-PAGE, geralmente, mostram 3 bandas, cujas M.M. podem variar de
espécie para espécie. Em Phaseolus aureus, as bandas apresentam 56, 44 e 16,5
kg/mol [ERICSON e CHRISPEELS, 1973], em Pisum sativum, 40, 39 e 24 kg/mol
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[BLAGROVE et al., 1980] e emx Vicia faba, 35,5, 23 e 19 kg/mol [PASQUALINTI et
al, 1991].

Além disso, mostram um alto conteiido de arginina, aspartato e glutamato
e baixo conteido de metionina e cisteina, e menos de 1% de acicares neutros
[DERBYSHIRE et al, 1976].

Essas proteinas podem sofrer dissociagio ( 11S — 7S — 3S — 2S, subuni-
dades acidas e bésicas) [DERBYSHIRE et al,, 1976]. A reassociagao é possivel
entre todas as subunidades, entre parte delas, entre subunidades de espécies di-
ferentes e até mesmo por hibridizacio com subunidades de globulinas de outras
familias, demonstrando a macro-heterogeneidade que pode existir nessas protefnas
[PERNOLLET e MOSSE, 1983]. A forca ibnica e o pH tém grande influéncia na
assoclagao e dissociagao das subunidades [MORI e UTSUMI, 1979; BLAGROVE
et al, 1980]. Por exemplo, conglutina de tremoco possui 2 formas oligoméricas,
que indicam um equilibrio de associagdo-dissociacdo dependente desses 2 fatores
[ESNAULT et al, 1991]. Jéd no caso de glicinina, esses fatores exercem ainda, um
grande efeito na desnaturagao &cida e agregacio da amostra [DERBYSHIRE et dl.
1976; BLAGROVE et al, 1980; SHEIN, 1990].

Vicilinas

As vicilinas sao glicoproteinas formadas por 3 a 4 subunidades diferentes com ~
60% de homologia, com pIl~ 5,5 e geralmente nio sio ligadas por pontes dissulfeto.
Num primeiro passo formam-se os heterotrimeros, seguido da conversio para uma
estrutura mais estavel com a forrnacéo de supertetrimeros (com 4 trimeros). Embora
isso ainda nao esteja bem estabelecido, hé a possibilidade de formacao de trimeros
e desse modo a M.M. da proteina nativa diminui de 200 para 150 kg/mol [BOLLINI
e CHRISPEELS, 1978; PERNOLLET e MOSSE, 1983].

O processo de glicosilagio ocorre concomitantemente ao processo de traducao
da proteina [HURKMAN e BEEVERS, 1980;: PERNOLLET e MOSSE, 1983] e os
agucares ligados as vicilinas em sementes de feijao podem ser glucosamina, hexosa-
mina, manose, pentose e glicose [RACUSEN e FOOTE, 1971].

O pH e a forca idnica tém grande influéncia na dissociagao e associaciao dessas
proteinas (195 — 185 — 7S — 3S — 2S) [DANIELSON, 1956; DERBYSHIRE et
al, 1976]. A solubilidade das v-icilinas depende ainda da temperatura, uma outra
propriedade dessas proteinas utilizada para separa-las, pois precipitam em baixas
temperaturas. Em solugdes de N'aCl0,05M a 0°C, por exemplo, formam um precipi-
tado branco que desaparece se a solucao for de NaCl 0,5M e a temperatura elevada
[SAKAKIBARA et al, 1979].

Elas podem ser heterogéneas e variar bastante de espécie para espécie. As vicili-
nas de Phaseolus vulgaris sao codificadas por 2 familias de genes com 7 a 9 membros

[ERICSON e CHRISPEELS, 1973].



Em Phaseolus vulgaris , a principal proteina de reserva é uma vicilina, denomi-
nada faseolina (glicoproteina II).

Faseolina

A faseolina compreende de 50 a 60% da proteina total da semente quando madura
e até 75% da globulina total [ROMERO et al, 1975; BARKER et al, 1976; MA e
BLISS, 1978]. Sua M.M. é de aproximadamente 150 kg/mol, apresentando de 3 a
4 subunidades que variam de 52 a 43 kg/mol, e sua forma principal é a estrutu-
ra 3-pregueada [DESHPANDE e DAMODARAN, 1989; CHAMBERS ¢t al, 1990].
Dependendo do pH, dissocia-se reversivelmente em tetrameros (18,25 a pH~3.8),
protomeros (7.1S a pH~7) e polipeptideos (3S a pH~12) [McLEESTER et al, 1973;
ROMERO et al, 1975; HALL et al, 1977]. A faseolina é uma glicoproteina, con-
tendo manose, glucosamina e agiicares neutros, podendo ter de 3 a 6% de acticares.
Contém cerca de 37,6 % de residuos amidicos e acidicos e ao redor de 1% de residuos
comn enxofre [ERICSON e CHRISPEELS, 1973; ERSLAND et al, 1983; BERNARDI
et al, 1991]. Um certo grau de heterogeneidade dessa proteina na semente madura
pode ser devido ao processo de glicosilagio, e por isso pode se tornar difusa em
SDS-PAGE [ERICSON e CHRISPEELS, 1973; LIOI e BOLLINI, 1984 apud LIOI,
1989].

e Aspectos genéticos

E provavel que, para codificar a faseolina, existam pelo menos 14 genes com pe-
quenas diferencas nas suas seqiiéncias de bases. O grau de variabilidade encontrado
para a faseolina é consideravelmente menor do que o de cereais, onde a variacao das
proteinas tem sido usada para identificar cultivares [BROWN et al., 1981a).

As faseolinas sdo uma familia de proteinas cuja composicio polipeptidica a-
presenta heterogeneidade de carga e/ou tamanho molecular [BOLLINI e VITALE,
1981]. Os genes codificadores de faseolina estio localizados muito préximos no cro-
mossomo e tém segregacdo mendeliana [ROMERO et al., 1975). Isso leva a crer que
provavelmente se originaram de um ancestral comum que, ao longo da evolucgao, foi
sendo submetido a processos de mutagdes, tais como delecdes internas e/ou dupli-
cagoes, dando origem, assim, aos 3 principais padroes eletroforéticos mais conhecidos
na literatura [HALL et al, 1977; TALBOT et al, 1984 apud LIOL, 1989]: ”Tender-
green” (T), "Sanilac”(S) e "Contender”(C), identificados por BROWN et al (1981a)
(figura 2). Posteriormente, BOLLINI e VITALE (1981), GEPTS e BLISS (1986),
GEPTS et al (1986), LIOI (1989) e KOENIG et al (1990) verificaram a presenca
de novos padroes de faseolina, classificados como "Bonello™ (B), "Middle America”
(M), "Huevo de huanchaco” (H), ” Ayacucho” (A), "Inca” (1) e "Jujuy” (J).

O padrao Tendergreen, corn sementes grandes, predomina na regiao dos Andes.
Ele se caracteriza por apresentar, em SDS-PAGE, 3 bandas maiores e uma menor:
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Figura 2: SDS-PAGE de faseolina de Phaseolus vulgaris dos padroes "Tendergreen”

(T), ”Sanilac” (S) e "Contender” (C). 40ug de faseolina, adaptado de BROWN et
al, 1981a.

a ~ 51kg/mol, 8 ~ 48 kg/mol e ~y, ~ 46 € 45,5 kg/mol [BROWN ¢t al, 1981a: LIOI,
1989]. Outros autores encontraram, para as mesmas, valores que variaram de 53 a
43 kg/mol [HALL et al, 1977; BROWN et dl, 1980]. Aquela que apresenta menor
grau de glicosilagao é a subunidade v. A anilise bidimensional (IEF x SDS) mostra
4 subunidades maiores e uma menor.

O padrao Sanilac, com sementes pequenas, predomina na Ameérica Central. Ele
apresenta 5 bandas maiores e urna menor: as maiores de, ~ 49 e 48.5 kg/mol foram
denominadas de a, as 2 seguintes, com ~ 48 e 47 kg/mol, denominadas de 3 e as
2 menores, de ~ 46 e 45 kg/mol, como 4. Em anélise bidimensional (SDS x IEF),
mostra 7 subunidades maiores € uma menor.

O padrao Contender exibe bandas comuns ao Sanilac e ao Tendergreen, pois
é resultante do cruzamento de ambos, apresentando sementes maiores que as de
Sanilac [GEPTS et al., 1986, LIOI, 1989]. Assim, sao encontradas 6 bandas maiores
€ uma Inenor: as 2 maiores, de ~ 51 e 49 kg/mol, foram denominadas de a, as outras
2 de B, com ~ 48 e 47 kg/mol e as menores, de ~ 46, 45,5 e 45 kg/mol, como 4. Em

anéilise bidimensional (SDS x IEF), mostra 7 subunidades maiores e uma menor
como em Sanilac.

e Degradabilidade da Faseolina e Fatores Antinutricionais
As proteinas de Phaseolus vulgaris podem ser submetidas 3 degradacao por fun-

gos, bactérias, proteases nos cotilédones em germinagao, no intestino dos insetos ou
no sistema digestivo humano.



11

Apesar de o feijdo ser o principal alimento proteico de muitos paises, seu valor
nutritivo € limitado devido nao somente ao baixo teor de aminoicidos essenciais,
como também a baixa biodisp onibilidade dos mesmos [AHN et al., 1990].

Uma razao importante para essa baixa disponibilidade bioldgica é a baixa sus-
ceptibilidade das proteinas (faseolina) & protedlise in vivo. A principal proteina de
véarios cultivares de feijao é relativamente resistente também & hidrélise em sistemas
in vitro [AHN et al., 1990)].

A digestibilidade da principal proteina de reserva de feijao é muito baixa (52-
697 ) quando comparada com outras sementes de leguminosas (varia de 80-90%)
[SGARBIERI et al., 1979] e quando nativa apresenta menor digestibilidade do que
quando aquecida.

Varias teorias foram propostas para tentar explicar essa resisténcia da faseolina
a protedlise [ROMERO e RYA N, 1978; SGARBIERI et al, 1979; DESHPANDE e
NIELSEN, 1987a; DESHPAN DE e NIELSEN, 1987b; WU e WHITAKER, 1990].
Elas incluem a restricao estrutural e a estrutura compacta; a estabilidade dada pela
sua estrutura tridimensional pelo meio de carboidratos, que constitui um obstaculo
estérico para as proteinases, € a interacdo com taninos e compostos fendlicos ou
outros compostos celulares dos tecidos, formando complexos pouco digeriveis, além
da presenga dos inibidores de proteases.

Lectinas

Um outro grupo de proteinas, localizado nos corpos proteicos, também considerados
como proteinas de reserva, sao as lectinas [BOLLINI e CHRISPEELS, 1978].

Essas proteinas sio também conhecidas como fitohemoaglutininas, devido & pro-
priedade de aglutinarem células, principalmente os eritrécitos, o que confere a elas
uma natureza téxica e antinutricional. contribuindo para a baixa digestibilidade da
faseolina e de outras proteinas do feijao, e consequentemente para o pobre valor nu-
tritivo da semente. Correspondem a cerca de 10% do total de proteinas e ao redor
de 2% do peso seco da semente [McLEESTER et al, 1973; DERBYSHIRE ¢ al,
1976; PUSZTAI et al, 1979; MEJIA et al, 1990]. Em contraste principal proteina
de reserva de feijao, uma globulina, as lectinas estao distribuidas tanto na fracao de
albuminas quanto na de globulinas [MANEN e MIEGE, 1977].

As lectinas, 6,45, mostram 2 subunidades (~ 34 e 35 kg/mol) na proporcao de
3:1 com pl variando de 4,5 a 6,9 [PUSZTAI e WATT, 1974; BERNARDI et al,
1990]. A subunidade mais leve também denominada de L, aglutina leucécitos e é
predominantemente albumina. A outra mais pesada é a E que aglutina eritrécitos e
€ predominantemente tipo globulina. Sao diferencas no N-terminal que promovem
diferengas na atividade de aglutinagao. Elas podem se apresentar em 5 formas te-
trameéricas (isolectinas) (figura 3). No tetramero, as lectinas constituidas somente
com subunidades L ou somente com subunidades E, aglutinam ou sé leucécitos ou
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sé eritrocitos respectivamente e nao apresentam atividade mitogénica. As formas
hibridas, com subunidades L e E, ag]utinam leucocitos e eritrocitos e mostram a-
tividade mitogénica [MANEN e MIEGE, 1977; BOLLINI e CHRISPEELS, 1978;
BROWN et al, 1981b; PUSZTAT et al, 1983; SHARON e LIS, 1990].

Figura 3: Modelo esquematico da estrutura quaternaria das 5 formas tetraméricas
de isolectinas de Phaseolus vulgaris L. L=subunidade L, E=subunidade E.

As lectinas do feijao e de outras leguminosas sao glicoproteinas que contém glu-
cosamina e manose, e podem se ligar a agiicares especificos, propriedade que permite
a separacao das mesmas por cromatografia de afinidade. Entretanto, para que essa
propriedade se manifeste, sao necessarios fons como Mg?t e Ca®* e a ligagao, entao,
se estabiliza através de pontes de H*. Em Phaseolus vulgaris , essas proteinas intera-
gem com oligossacarideos, podendo se unir também a compostos hidrofébicos como
os fitohormonios. BERNARDI et al, 1990; SHARON e LIS, 1990]. Sua estrutura
principal é a 3 pregueada e ocorre auséncia de a hélice [PUSZTAT e WATT, 1974].

As lectinas sao relativamente termoldbeis e, portanto, podem ser denaturadas
durante o processo de cozimento do feijao. Quando ingerida sob a forma nativa
(ndo inativada), pode provocar, em ratos, perda de peso, inibicao do crescimento,
interferéncia na absorgédo e retencao de nitrogénio, destruicao das microvilosidades
dos intestinos, formacao de complexos ndo digeriveis com componentes celulares,
podendo levar até a morte do animal [PUSZTAI e PALMER, 1977; PUSZTAI et al,
1979; BROWN et al, 1982].

Embora nao se saiba com certeza qual o papel dessas proteinas nas plantas, den-
tre as diversas fungdes atribuidas as lectinas [PUSZTAI e WATT, 1974; PUSZTAI
et al, 1983; SHARON e LIS, 1990]. podem-se citar as seguintes:

e transporte e armazenamento de agicares;
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e controle do crescimento, pois estdo em diferentes partes da planta, podendo
se ligar a fitohormonios, e atuar na extensio celular;

e protecao contra herbivoros e fungos patogénicos;

e mediadores de simbiose - devido a sua propriedade tipica de se ligarem 2a
aglicares especificos, atuam como intermedidrios na simbiose entre os micro-
organismos fixadores de IN e as raizes de leguminosas. Esse processo envolve
aspectos ligados ao reconhecimento celular, uma caracteristica que vem sendo
utilizada pela medicina no controle de tumores malignos;

e proteina de reserva - term-se observado também que as lectinas, ainda que
tardiamente, sio metabolizadas durante a germinacao, o que faz com que
muitos autores a considerem como uma proteina de reserva.

OBJETIVOS

Todas as proteinas aqui tratadas demonstram ter um papel importante para a se-
mente e para o ser humano na medida em que determinam seu valor nutritivo e
sua qualidade para o consumo. No Brasil, existem muitos cultivares de feijao sen-
do introduzidos no mercado. Um grande potencial genético existe em todos esses
cultivares para se promoverem cruzamentos e o melhoramento nutricional dos mes-
mos. Porém, para isso é preciso conhecer cada um deles tanto em nivel celular como
intramolecular.

Neste trabalho foram utilizados 3 cultivares nacionais de feijao (Phaseolus vulga-
ris ), Aeté-3, Goiano precoce e Carioca (figura 4), cedidos pela Segao de Legumino-
sas do Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Aeté-3 (AET) é um cultivar que
pertence ao grupo Bico de ouro, com sementes cor creme e halo alaranjado. Goi-
ano precoce (GO) pertence ao grupo Manteiga, com sementes mais arredondadas
e também de cor creme. Carioca (CAR) nao pertence a um grupo especifico. pois
apresenta sementes com mais de uma cor e é rajado. Desse modo, este trabalho teve
os seguintes objetivos:

1. Avaliar e testar vdrios métodos para extrair, separar e purificar as albuminas
e globulinas de sementes dos 3 cultivares de Phasecolus vulgaris .

2. Identificar e caracterizar parcialmente do ponto de vista fisico-quimico e bi-
oquimico, as fragdes de albumina e globulina de sementes dos 3 cultivares
nacionais de Phaseolus vulgaris .

3. Avaliar a degradabilidade 7n vitro da faseolina quimicamente pura, através de
endopeptidase do sistema gastro-intestinal de animais.
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Metodologia Geral

Os métodos apresentados nesse item sao aqueles realizados indistintamente para
o estudo das diferentes fracbes proteicas. Métodos especificos serdo tratados nos
capitulos correspondentes.

Preparo do Material Vegetal

Sementes com 3-6% de umidade tiveram as cascas retiradas, e os cotilédones foram
moidos em moinho de bola por cinco minutos. A farinha obtida foi passada duas
vezes em peneira com malha de 0,185 mm.

Essa farinha foi desengordurada com hexano, sob agitacao, durante uma noite.
Em seguida foi lavada com éter e seca ao ar, sendo armazenada em frascos hermeti-
camente fechados e conservados em local de baixa umidade 3 temperatura ambiente.
Esse material foi utilizado em todas as investigagdes bioquimicas.

Extracao das Proteinas

A extragao das diferentes fracoes proteicas foi realizada através de técnicas estabe-
lecidas que envolvem solubilizagao e/ou precipitacao diferencial dessas fracoes em
tampoes com pH e forgas i6nicas apropriadas, baseada na metodologia descrita por
OSBORN e CAMPBELL (1896), adaptada de SANTORO (1988) (figura 5).

Proteinas totais foram extraidas em tampao borato e/ou fosfato de sédio conten-
do NaCl, em pH que variaram de 7,5 a 8. As albuminas e globulinas foram obtidas
através de didlise contra dgua destilada e/ou tampio acetato de sédio. As dilises
foram realizadas entre 5-10°C’, durante pelo menos 48h, ou até a obtencdo de um
precipitado branco (globulinas).

Utilizando-se as suas propriedades fisico-quimicas, as globulinas. as leguminas
e as vicilinas foram separadas pela diferenca de solubilidade em solugoes salinas e
precipitacao diferencial em fungao dos seus pl.

As fragdes obtidas foram imediatamente submetidas a eletroforese em meio de-
naturante, com o objetivo de se monitorar a pureza das mesmas.

15
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farinha crua

extraida com borato de sodio 0,05M pH=8
com NaCl 0,2M - 50C/ 12h
centrifugado 27000xg/ 30 min

sedimento sobrenadante
(descartar) diglisado/acetalo de sodio 0,(
pH=5/ 4,8 ou agua dest.
centrifugado 27000xg/ 30 min
sedimento sobrenadante
(globulinas) (albuminas)
dialisado/acetato de sodio
0,1M pH=4,8
centrifugado 27000xg/ 15 min
|
sedimento sobrenadante
(legumihcs) (vicilinas)

.

Figura 5: Obtencao das diferentes fracoes proteicas de sementes de Phascolus vul-

garis , adaptado de SANTORO (1988).
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Dosagem de Proteinas

As proteinas totais foram extraidas a partir de farinha com NaOH 0,2%. A fracao
solivel proveniente da centrifugacio, bem como outras fracoes proteicas, foram dosa-
das de acordo com BRADFORD (1976), utilizando-se BSA (bovine serum albumin,
albumina de soro bovino-Sigma) ou globulina purificada como padrao, dentro de um
intervalo de 10-100 pg de proteina padrao. Os resultados foram obtidos através de
equacao de regressao.

Todos os dados apresentados neste trabalho foram resultantes de pelo menos 3
repetigoes.

Eletroforese

Todas as eletroforeses foram realizadas em equipamento construido em acrilico no
Departamento de Fisiologia Vegetal-UNICAMP, adaptacao do modelo 2001 (14x16)
da LKB (Pharmacia) (figura 6).

Foi utilizado o sistema descontinuo em meio denaturante (contendo SDS), por
adaptacao do método descrito por LAEMMLI (1970). com concentragdes de polia-
crilamida de 13 e 15%.

As solugdes estoque utilizadas na preparagao dos géis foram as seguintes:

-Solugao A: 34g de acrilamida e 0,3g de bis-acrilamida em 100 ml de agua des-
tilada;

-Solucéo B: 7,5g de acrilamida e 0,11g de bis-acrilamida em 25 ml de agua des-
tilada;

-Tampao do gel de resolucao: Tris-HCl 1M pH=8.8:

-Tampao do gel de empacotamento: Tris-HCI 1M pH=6.8;

-Solugao de SDS 10%;

-TEMED.

Os géis de resolucao foram preparados em placas verticais, utilizando-se os se-
guintes volumes das solugdes estoque:

SOLUCAO VOLUME (ml)
13% 15%
tampao de resolugao 4,8 4,8
agua destilada 2,7 2,0
solucao A 4.8 5,9
solugao de SDS 10% 0,15 0,15
TEMED 0,05 0,05

persulfato de amoénio 10% 0,05 0,05
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Figura 6: Aparelho de eletroforese (15x15x0,075c¢m) adaptado do modelo 2001 LKB.
construido em acrilico pelo Prof. Dr. Luiz Gonzaga Santoro, no Departamento de
Fisiologia Vegetal da Unicamp.
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Apés a polimerizagao, o gel de resolucio foi recoberto com o gel de empacota-
mento cuja composicao foi:

SOLUGAO VOLUME (ml) (6%)
tampao de empacotamento 0,63
agua destilada 3,26
solucao B 1,00
solugdo de SDS 10% 0,05
TEMED 0,05
persulfato de aménio 10% 0,05

O tampao de corrida foi Tris-Glicina 0,025M pH=8,3; 0.1% de SDS. Azul de
bromofenol (0,001%) foi diluido no tampao de corrida e aplicado na parte superior
do gel sendo utilizado como frente. As proteinas foram aplicadas num volume nio
maior que 15 pl. A corrida foi feita & temperatura ambiente, a 18 mA, até que a
frente de azul de bromofenol atingisse a extremidade inferior do gel.

A's proteinas foram fixadas e coradas no gel com uma solucio de 2g de Coomassie
Brilliant Blue G-250, 225 ml de metanol, 225 ml de 4gua destilada e 50 ml de cido
acético por uma noite. A solucio descorante utilizada foi metanol, agua destilada e
acido acético, na propor¢ao de 1:8:3.5.

No caso em que se optou pela secagem dos géis. estes foram embebidos numa
solugao 3% de glicerol e 50% de metanol. Apés 5 h a 5 °C, foram colocados para
secar, envoltos em papel celofane.

Preparo das amostras para eletroforese

Os padroes (Sigma) utilizados na determinacio das M.M. das proteinas, através
de regressao linear, foram albumina de soro bovino (66 kg/mol), ovoalbumina (45
kg/mol), tripsinogénio (24 kg/mol), F-lactoglobulina (18 kg/mol) e lizosima (14,3
kg/mol) (figura 7).

O extrato foi sempre preparado (peso/volume) para que a quantidade de pro-
teinas introduzida no gel estivesse em torno de 20 pg. Em todos os casos, o tampao
utilizado foi o fosfato de sédio 0,01M pH=7,14, contendo 2% de SDS e 1% de -
mercaptoetanol, e a denaturagao se processou em banho-maria fervente durante, no
minimo, 10 minutos.
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Figura 7: Reta padrao utilizada na determinagao das M.M. (kg/mol) das proteinas
(numero entre paréntesis), obtida através de regressao linear. A mobilidade das
proteinas nos géis (Rf) foi locada contra o log das M.M. das mesmas.
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Determinacao das Proporgoes Relativas das pro-
teinas no gel

Apos eletroforese, andlises densitométricas por varredura foram realizadas utilizando-
se um densitometro Ultroscan XL laser modelo 2222-020 da LKB (Pharmacia). As
proporgoes relativas de faseolina (M.M. entre 41 e 48 kg/mol), lectinas (M.M. entre
34 e 36 kg/mol) e leguminas (16 a 20 kg/mol) foram determinadas pelo calculo da
area dos respectivos picos em relacao a area total de todos os picos obtidos na faixa
de varredura. O grau de degradacao da faseolina foi determinado por comparagao
da &rea dos picos da faseolina nativa com a drea dos picos da faseolina degradada
nos diferentes intervalos de tempo da reacao.

A nalise de Aminodacidos

A composigao de aminoacidos das fragoes de albumina, globulina e faseolina pura
foi determinada através de dois sistemas de derivagio de aminoacidos, OPA (o-
ftaldeido) [BENSON e HARE, 1975; JARRET et a/, 1986] e FMOC (9- fluorenilme-
tilcloformato) [NASHOLM et al, 1987}, utilizando-se um cromatégrafo HPLC com
2 bombas LKB mod. 2150, controladas por um gerador de gradiente mod. 2152.

Como padrao, foram usados 20 pl de uma solucao contendo todos os aminoacidos
na concentracao de 5mM.

Um grupo de amostras foi oxidado para determinacao de cistefna como &cido
cisteico e metionina como metionina sulfona [MOORE, 1963]. Para oxidagao das
proteinas, 20 pl da amostra (10 mg/ml dgua milli-Q?) e 200 ul de 4cido perférmico
foram colocados em banho de gelo por 4 horas. Em seguida, 800 ul de dgua milli-Q
foram adicionados a cada amostra. Desse material, 200 ul foram liofilizados para
posterior hidrdlise.

No grupo néo oxidado, foram utilizados somente 20 ul (10 mg/ml 4dgua milli-Q)
de cada amostra.

As proteinas foram hidrolisadas, com auxilio de uma "Work Station” da Waters
(Pico-tag, Millipore), em vapor de HCl 6N com 1% de fenol a 106°C, durante 24
horas. O HCI foi removido sob vacuo em liofilizador, e o hidrolisado foi retomado
em 1 ml de dgua milli-Q. '

2'Agua deionizada com resisténcia de 18,2 mega. obtida em Milli-Q da Millipore.
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Solucoes para Derivacao dos Aminoacidos

Sistema OPA

-Tampao borato pH=9,5 - 2,47g 4cido bérico em 90 ml 4gua destilada, acertar
o pH com NaOH 2N, completar para 100 ml;

-OPA-borato - 50mg em 1 ml de metanol + 6,5 ml de borato pH=9.5;
-Reagente OPA - 2,5 m1 OPA-borato pH=9,5 + 20 ul SME antes do uso;

-Tampao fosfato de sédio -

Na;HP(l; 50mM
acetato de sédio 50mM
acido acético conc. =+ 1,5 ml (pH=7,25)
agua milli-Q 960 ml (filtrar em milipore)
tetrahidrofuran 20 ml
metanol puro 20 ml
Sistema FMOC.

-Tampao borato IM pH=6,3 - 6,18g de 4cido bérico em 100 ml dgua + NaOH
até atingir o pH;

-Reagente FMOC 15mM - 38,7 mg em 10 ml de acetona (Merck);

-Tampao acetato pH=4,0 -

acido acético 8 ml
trietanolamina 1 ml (acertar o pH com NaOH 1N)
agua milli-Q completar para 1 1

Obtencao dos Derivados Fluorescentes dos Aminodacidos

Sistema OPA

Para cada amostra foi retirada uma aliquota de 20 ul, & qual se juntaram 60
#1 do reagente OPA. Como o derivado é instavel, apds exatamente 2 minutos,
injetaram-se 10 ul no HPLC. O detector de fluorescéncia (RF 530, Shimad-
zu) foi usado nos seguintes comprimentos de onda: excitacao, A = 250 nm e
emissao, A = 480 nm.

Sistema FMOC

Foram retirados 200 ul de cada amostra para 50 ul de tampao borato pH=6,3
€ 50 pl do reagente FMOC. Apés 30 segundos, foi feita a extragao do reagente,
agitando-se a mistura com 1 ml de pentano. Em seguida, a fase superior foi
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removida com pipeta Pasteur, e a operacgio repetida por mais 2 vezes. As
amostras oxidadas ndo foram diluidas, e as nio-oxidadas foram diluidas 5
vezes. Foi injetado no HPLC um volume de 10 gl de todas as amostras. O
monitor de fluorescéncia foi usado nesse sistema nos comprimentos de onda de
excitagao, A = 263 nm e emissao A = 313 nm.

e Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Tanto os aminoécidos das amostras nao oxidadas como oxidadas foram deriva-
dos com FMOC. Somente os nio oxidados foram derivados com OPA. Partiu-se
de uma solugédo com 0,2 a 1 gmol de aminodcidos totais/ml, e uma aliquota
de 10p! foi injetada no HPLC. A amostra foi passada por uma coluna Super-
pac ODS-2 com velocidade de fluxo de 1 ml/min & temperatura ambiente. O
registro foi feito através de um registrador/integrador LKB mod.2221.

No sistema OPA, a coluna foi equilibrada com tampéo fosfato pH=7,25 (so-
lugéo A) e metanol 65% em dgua milli-Q (solugdo B), seguido de um gradiente:

Gradiente OPA
tempo(min) | % Metanol 65%
0 20
20 60
25 75
35 100

No sistema FMOC, foi equilibrada com tampao acetato pH=4,0 (solugao A)
e metanol puro para cromatografia (Merck) (solucio B), seguido do seguinte
gradiente:

Gradiente FMOC

tempo(min) | % Metanol
0 45
25 65
40 85
45 100

As concentragdes de aminodcidos nas amostras foram determinadas pela al-
tura dos picos comparados com a altura dos picos dos 20 aminoicidos usa-
dos como padrao. BSA foi utilizado como padrao do sistema de hidrélise de
proteinas cujos resultados foram muito préximos dos obtidos em literatura
[PETERS Jr., 1975]. Prolina, cisteina e metionina, determinados pelo sistema
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FMOC, foram ajustados para valores equivalentes do sistema OPA, baseado
nos valores relativos de valina nos 2 sistemas.

A andlise de Lys é sujeita a maior erro do que dos outros aminodcidos, pe-
lo fato do seu derivado ser instdvel, na metodologia usada. Triptofano nao
foi determinado, pois durante a hidrdlise 4cida das proteinas, o anel indélico
€ destruido por reagdes paralelas, nao sendo possivel recuperarem-se as bai-
xas concentragdes deste aminoacido por meios cromatograficos convencionais.
Aspartato e asparagina sao referidos como Asx e glutamato e glutamina co-
mo Glu. Os demais aminodcidos sao referidos de acordo com a abreviatura
internacional.

A nalise Estatistica

A andlise estatistica foi feita pela andlise de variancia, com comparacio de médias
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As letras diferentes indicam
valores estatisticamente diferentes [GOMES, 1976].



Capitulo 1

Albuminas

As albuminas tém sido consideradas como a fragao enziméatica da semente. A quanti-
dade obtida dessas proteinas depende do material genético e do método de extracio
[CROY et al, 1984 apud PASQUALINI et al, 1991).

As albuminas foram analisadas no seu conteiido na semente, no padrio eletro-
forético e na composi¢ao de aminodacidos e conseqiientemente foram inferidos alguns
aspectos nutritivos da semente.

1.1 Meétodos

As albuminas foram extraidas a partir de farinha crua e separadas com tampao
borato e acetato de sédio ou dgua destilada (figura 5). Uma aliquota dessa fracao
foi retirada e dosada segundo o método de BRADFORD (1976).

Eletroforese e determinacao da composicio de aminoicidos foram feitas de acordo
com a Metodologia Geral.

1.2 Resultados

1.2.1 Extracao das A lbuminas

De acordo com a figura 5, a fragao solivel proveniente da extracio com borato foi
dialisada contra 4dgua destilada ou contra tampao acetato de sédio 0,033M pH=5.
No primeiro caso, foram necessérios vérios dias e vérias trocas para que toda a glo-
bulina precipitasse, separando-se da albumina. Com acetato, essa precipitacao foi
mais rapida e mostrou ser igual i 4gua destilada (quantitativa e qualitativamen-
te). Conseqiientemente, os padrdes eletroforéticos das albuminas obtidos tanto com
acetato quanto com 4gua foram idénticos.

[S¥]
Tt
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O procedimento de extracdo sequencial usado (figura 5), baseado na diferenca
de solubilidade, permitiu uma separagao rapida das proteinas em 2 fragdes, as albu-
minas e as globulinas.

Nao houve diferenca significativa na concentracio de albuminas em relacdo a
proteina total entre os 3 cultivares estudados. Goiano foi o cultivar que apresentou
a maior concentragio de proteinas totais (tabela 2).

As albuminas representaram cerca de 7,5% das proteinas totais (em torno de 2%
da matéria seca da semente), as quais perfizeram ao redor de 25% da semente, sendo
estas melhor extraidas com NaOH 0,2% (extraiu 98% das proteinas totais) ou com
tampao fosfato de potdssio (extraiu 50%).

Tabela 2: Conteido (%) de proteinas totais e albuminas em relacao as protefnas
totais de sementes dos 3 cultivares de Phaseolus vulgaris .

AET GO CAR
Prot. Totais (%) 24,0° 27,0° 22,0°
Albumina (%) 7,1°  6,4* 8,6°

Apos eletroforese e andlise por densitometria, verificou-se que a quantidade de
lectinas (em relagéo a proteina total) e a proporcio entre as provaveis formas E e L
das isolectinas variaram nos 3 cultivares. A isolectina tipo L foi mais abundante em
Aeté e Carioca, enquanto em Goiano, elas se mostraram em propor¢oes mais equili-
bradas. Aeté apresentou concentragdes maiores de lectinas que Goiano, entretanto,
Carioca nao mostrou diferengas significativas com relacio aos demais (tabela 3).

Tabela 3: Concentragao (%) de lectinas em relacio & proteina total, as albuminas
e destas a semente e proporcao de suas subunidades nos 3 cultivares de Phaseolus
vulgaris .

AET GO CAR

% Lectinas totais 14,6° 97° 1332}
% Lectinas nas albuminas 29,0° 28,0° 30,7°
% Lectinas nas albuminas (sem.) 0,5 0,5 0,6°

Proporcao E:L 1:1,5 1:1 1:1,5

As lectinas foram muito abundantes na fracio de albuminas dos 3 cultivares,

que apresentaram concentragoes semelhantes de lectinas nas albuminas em relacao
a semente.
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1.2.2 Analise Eletroforética da Fracao Albuminica

A figura 8 mostra a composicdo da fracdo de albuminas dos feijdes, separados por
SDS-PAGE, com as principais bandas e suas respectivas M.M. A anilise eletro-
forética apontou 8 polipeptideos principais (56,8; 40; 36; 34,5; 34; 30; 19 ¢ 16 kg/mol)
que foram semelhantes nos 3 cultivares. Aeté e Carioca nio mostraram acentuadas
diferencas quantitativas e qualitativas, mas foram marcadamente diferentes quando
comparadas a Goiano.

Os polipeptideos de M.M. ao redor de 30 e 16 kg/mol foram mais abundantes
em Goiano, enquanto as de 36, 34,5 e 19 kg/mol ocorreram em maiores quantidades
em Aeté e Carioca. A banda de 34 kg/mol de Goiano nao foi observada nos outros
dois cultivares.

Os polipeptideos de M.M. de 36, 34,5 e 34 kg/mol podem ser considerados como
lectinas, pois aparecem na faixa tipica da maioria das lectinas de feijao. Aquela
mais pesada seria isolectina tipo E e as mais leves, tipo L.

1.2.3 Composicao de Aminoacidos

A composigao de aminoicidos da fracio de albuminas dos 3 cultivares de feijao,
expressa em mol%, é apresentada na tabela 4, juntamente com os resultados obtidos
por outros autores.

Os 3 cultivares mostraram uma grande semelhanca na composicao de aminodacidos.
Aeté apresentou uma concentragao mais elevada de Ser e Gly e uma concentracao
menor de Glx, Arg e Lys (~ 10%) em relacao 3 Goiano e Carioca. Aeté e Goiano
exibiram quantidades maiores de Met e Cys do que Carioca.

Na fragdo de albuminas, apenas 5, a saber, Asx, Glx, Ser, Lys e Gly, perfizeram
50% do total de aminoacidos. Enquanto isso, Met e Cys nao atingiram 5% desse
total.

1.3 Discussao

Dentre os tampodes utilizados, o melhor foi a combinagio de borato para extracio
e o acetato para separagao das albuminas, usados por ERICSON e CHRISPEELS
(1973), PUSZTAI e WATT (1974) e LIOI (1989).

Os valores de proteinas totais e de lectinas encontrados em Aeté, Goiano e Cari-
oca concordam com os de BOLLINI e CHRISPEELS (1978) e aqueles de PUSZTAI
et al (1979). A fracdo de alburmninas varia muito de espécie para espécie e dentre
os diferentes cultivares de uma mesma espécie. MA e BLISS (1978) encontraram
uma variagao de 11,1 a 19,8% de albuminas em relagdo a proteina total dentre os
diferentes cultivares de feijao analisados. PASQUALINI et af (1991) constataram
uma variacao de 18 a 38% dessas proteinas em relacao as proteinas totais de Vicia
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faseolina

tectinal

leguminal

Figura 8: SDS-PAGE 13% das fracoes de proteinas totais (1) e de albuminas (2) de
sementes dos 3 cultivares de Phaseolus vulgaris . A= Aeté-3. G= Goiano precoce e
C= Carioca. E- isolectina tipo E, L- isolectina tipo L.
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Tabela 4: Composicao de aminoécidos das albuminas de cotilédones dos 3 cultivares
de Phaseolus vulgaris , juntamente com os resultados obtidos por outros autores. A
composicao foi determinada apés hidrélise das protefnas. Glx= 4cido glutamico e
glutamina; Asx= &cido aspartico e asparagina.

aminoacidos mol%

AET GO CAR Ref. 1° Ref 2°
Asx 11,97 11,57 12,81 14,21 5,86
Glx 8,43 10,78 9,94 12,79 10,09
Ser 13,09 8,02 9,02 5,93 9,24
His 1,92 1,63 1,86 3,45 3,19
Gly 8,45 693 671 467 753
Thr 7,00 7,13 744 744 462
Arg 2,67 349 321 6,47 9,64
Ala 7,61 7,08 6,69 4,91 6,54
Tyr 2,24 1,91 2,27 3,52 2,55
Met 1,21 1,90 1,29 1,01 4,08
Val 6,21 7,00 627 490 580
Phe 3,97 4,22 4,42 4,04 4,38
Ile 4,02 4,06 4,23 4,32 5,33
Leu 5,94 6,29 6,36 6,62 8.11
Lys 9,17 11,09 11,14 1085 12,05
Pro 4,14 472 436 502 i
Cys 1,97 2,17 2,00 0,23 0,37

?MA e BLISS, 1978- Phaseolus vulgaris .
PPASQUALINI et al, 1991- Vicia faba.
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faba, dependendo da linha genética analisada. Os cultivares estudados apresentam
uma concentragao inferior de albuminas quando comparados com Vicia faba, porém,
mais proximas de alguns cultivares de feijao examinados por MA e BLISS (1978).
Além disso, a quantidade de albuminas nao variou entre os cultivares Aeté, Goiano
e Carioca.

Por conterem uma grande proporgao de lectinas em sua fracio, as albumi-
nas provavelmente apresentariam altas taxas de hemoaglutinacéo. Entretanto, is-
so nao é regra geral, pois a lectina do cultivar "Pinto 111”7, que é constituida
por uma s6 subunidade (hemilectina), nao apresenta atividade hemoaglutinante
[BROWN et al., 1981b].

Sementes da familia Papilionaceae mostram os principais polipeptideos de albu-
minas na faixa de 34-35 kg/mol e 23-25kg/mol [PASQUALINI et al., 1991]. Com
as primeiras, coincidem as lectinas tipo albuminas, com 2 subunidades (~ 30 e 35
kg/mol) de pl variando de 4,5 a 6,9 [PUSZTAI e WATT, 1974]. Baseando-se nesses
autores, em Aeté, Goiano e Carioca, as bandas com M.M. de 36 a 34 kg/mol muito
provavelmente sdo subunidades de lectinas. Todavia, a M.M. dessas proteinas po-
de variar. Em feijdo "Ojo de cabra”, a isolectina tipo E (mais pesada) apresentou
M.M. de 30 kg/mol [ALMEIDA et al., 1991]. Em vista disso, a banda de 36 kg/mol
poderia ser uma isolectina mais pesada (tipo E) e a de 34,5 kg/mol uma mais leve
(tipo L).

Observando-se a tabela 4, verifica-se que os valores de aminoécidos obtidos em
Aeté, Goiano e Carioca foram bem préximos dos encontrados por MA e BLISS
(1978). Entretanto, os cultivares estudados apresentam concentragoes superiores de
Ser, Gly, Ala, Val e Cys e concentragoes menores de His, Arg e Tyr.

Quando os 3 cultivares sdo comparados com Vicia faba, observa-se que apresen-
tam quantidades maiores de Asx, Thr e Cys e quantidades menores de His, Arg,
Met e Leu.

Apesar de os cultivares estudados mostrarem uma concentracio de Cys quase
que 10 vezes superior aos outros materiais, a quantidade de aminoacidos sulfurados
em relagdo & Vicia faba é inferior, dada a maior quantidade de Met nesta espécie.
Porém, quando comparados corm os resultados de MA e BLISS ( 1978), Aeté, Goiano
e Carioca exibem uma concentracgao 3 vezes maior destes aminoacidos.

As albuminas contribuem bastante para o valor nutritivo da semente, ja que apre-
sentaram altas concentragbes de aminoécidos sulfurados e de Lys. Sob esse aspecto,
Aeté, Goiano e Carioca seriam excelentes materiais numa alimentagao complemen-
tada por cereais e para cruzamentos genéticos, visando a um aumento da fracdo de
albuminas e conseqiientemente da qualidade nutricional do feijio.

Por outro lado, as albuminas demonstraram ser também uma fracdo potenci-
almente bastante téxica, por exibirem altas concentracdes de lectina, concordando
com os resultados obtidos por P USZTAI et ol (1985) [apud ANTUNES e SGARBIE-
RI, 1980]. Entretanto, essa toxicidade pode ser suprimida com o cozimento (calor)

-
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o que elimina os efeitos de inibigio na absor¢io de aciicares (glicose) e de outros
nutrientes [LIENER, 1976].

Dentre os cultivares estudados, Goiano é o mais indicado, considerando-se a
fragao de albuminas, para possiveis cruzamentos genéticos e numa alimentacio com-
plementar pois mostrou ser potencialemente o menos téxico (com a menor concen-
tragao de lectinas). Além disso, foi o que apresentou a maior quantidade de protefnas
e os mmaiores teores de aminodcidos sulfurados e Lys, importantes sob o ponto de
vista nutricional.

Apesar de ocorrerem algurnas diferengas nas quantidades de protefnas e de lec-
tinas totais, nao se pode inferir aspectos filogenéticos entre os 3 cultivares com
relagdo a essa fragdo, j4 que os mesmos ndo apresentaram diferencas significativas
na concentragao de albuminas e os padroes eletroforéticos foram muito semelhantes.

A fragao de albuminas tem sido objeto de poucos estudos, nao somente quanto a
composigao de aminoacidos, como principalmente em relagio aos aspectos nutricio-
nais. Mais estudos seriam de extrema valia, uma vez que grande parte das lectinas
das sementes de feijao ocorreram nas albuminas.

1.4 Conclusoes

1. O método mais adequado para extrair e separar as albuminas das outras
fragdes, foi a combinagdo da extragio com borato e a separacio com acetato.

2. A fragdo de albuminas demonstrou ser potencialmente bastante nutritiva em
relagao aos aminodcidos Met, Cys e Lys e ao mesmo tempo bastante "toxica”,
devido a alta concentrag@o de lectinas. Por isso, merece mais atengao, para
que possa ser melhorada para o consumo humano.

3. Através das albuminas n&o é possivel inferir aspectos filogenéticos entre os cul-
tivares estudados, pois seus padroes eletroforéticos foram muito semelhantes.



Capitulo 2
Globulinas

As globulinas sao a principal fragdo de proteinas de reserva em feijao e, portanto, u-
ma investigacao mais detalhada foi realizada com a mesma. Essa fracao se divide em
vicilinas (7S) e leguminas (11S), sendo a faseolina a principal vicilina de Phaseolus
vulgaris [BOLLINI e CHRISPEELS, 1978; MA e BLISS, 1978].

Este capitulo examina o conteiido, a anélise eletroforética e a composicao de ami-
noacidos das globulinas; a composigao estrutural proteica, o conteido de agticares
totais e o grau de glicosilagdo, a composicio de aminodcidos, a solubilidade em
fungdo do pH do meio (faixa de precipitagao), o comportamento imunolégico e a sus-
ceptibilidade & enzima digestiva (tripsina) in vitro da faseolina, bem como diferentes
métodos utilizados para separacao de leguminas e vicilinas, o grau de glicosilacao e
a faixa de precipitagio das leguminas.

2.1 Meétodos

2.1.1 Extracao de Globulinas

As globulinas foram extraidas a partir de farinha crua com borato de sédio e sepa-
radas das albuminas, através de diélise contra acetato de sédio ou agua destilada,

adaptado de SANTORO (1988) (figura 5).
2.1.2 Isolamento e Purificagao de Faseolina

Este procedimento envolve a precipitacio com sulfato de aménio e a purificagao da
proteina atraves de uma coluna de afinidade (adaptado de SANTORO (1988)).

B e |
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Precipitagdo com sulfato de aménio

Esse método produz fragdes ricas em globulinas e ocorre através de um processo
conhecido como "salting-out” (figura 9), sendo utilizados 40 e 60% de saturacio
com (N Hy);S0;. Em seguida, as amostras obtidas foram aplicadas numa coluna de
afinidade (Fetuina-Sepharose 4B ativada com CNBr) com a finalidade de se obter
faseolina pura, isto é, livre de lectinas.

Coluna de Fetuina-Sepharose 4B ativada com CNBr

Este método isola seletivamente macromoléculas bioldgicas, através da utilizagio das
propriedades dessas substancias de unirem-se reversivelmente a ligantes especificos.
Neste trabalho, a matriz utilizada foi Fetuina-Sepharose-4B. ativada com CNBr, que
tem afinidade pelas lectinas.

e 1-Preparo da fetuina

Um volume de soro fetal de bezerro foi misturado com dois volumes de solucao
de acetato de zinco 0,03M/etanol 28,3% (v/v) a pH= 6,4 e agitado a -5°C por 16h.

A mistura foi centrifugada e o sedimento descartado. Foi adicionado etanol ao
sobrenadante para elevar a concentragio de 19(v/v) para 25%(v/v) e acetato de
bario para uma concentragéo final de 0,02M (5,11 g/l) e o pH=6,7. A mistura foi
mantida a -5°C por duas horas e, entio, centrifugada. O sedimento foi descartado.

Ao sobrenadante foi adicionado etanol para elevar a concentracio de 25 (v/v)
para 40% (v/v) e foi mantida a -10°C por 16h. Esta solugao foi centrifugada e o
sobrenadante foi descartado. O sedimento (fetuina) foi ressuspendido em citrato
sédico 0,05M e dialisado contra Agua destilada, congelado e liofolizado.

- Solugao de acetato de zinco 0,03M/etanol absoluto 28,3% (v/ v):

_ (Ve x N%) — (V. x 100)

Va
100 - N%

onde Va é o volume de etanol a ser adicionado, Vs é o volume inicial da solucéo,
N% é o volume final da concentracio requerida e Ve é o volume inicial de etanol.

e 2-Acoplamento da fetuina & Sepharose

Foram pesados 4g de Sepharose-4B ativada com CNBr (Pharmacia) que foram
embebidos com HCl 1mM (200 ml/g de Sepharose) por 3 dias (para cada g de
Sepharose obtém-se 3,5 vezes o volume de gel). O gel foi filtrado e lavado com
tampao de acoplamento (NaHC O3 0,1M pH=8,3 com NaCl 0.5M) varias vezes.

Duzentos mg de fetuina foram solubilizados em tampao de acoplamento e cen-
trifugados a 27000xg por 20 minutos. Descartou-se o sedimento.
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ressuspendida agua dest., homogenelzar
pH ajustado para 7,8
centrifugar 27000xg/ 15 min

sedimento
(descariar)

sobrenadante

precipitar com (NH4)2504
(60% sat.)/12h
centrifugar 27000xg/ 30 min

sedimento
(principalmente lectinas)

Figura 9: Obtencao e purificacao de fascolina de sementes de Phasrolus vulgaris

sobrenadante

didlisado e liofilizado

coluna de dfinidade

faseolina purificada

b

utilizando-se precipitagao com (N H4),S0, e cromatografia de alinidade, adaptado

de SANTORO (1988).



35

A suspensdo de gel foi entao misturada lentamente com a solucao de fetuina,
sern agitador magnético, por 4 horas e depois foi filtrada. Em seguida foi lavada
com Tris-glicina 0,2M pH=8 varias vezes, medindo-se depois o volume em proveta
(esperar o gel assentar). Forarn obtidos 15 ml de gel que foram colocados numa
seringa de 20 ml, utilizada como coluna descendente.

A coluna foi lavada com o tampao de acoplamento seguido de tampao acetato
de sédio 0,1M pH=4, contendo NaCl 0,5M; tampio de acoplamento; tampao tris
0,05M /écido acético 0,025M/NaCl 0,1M pH=8, CaCl, 75mM, MnCl 90uM, 0,1%
NaN3 (tampao I); tampao Gly 0,05M/HCI TmM/NaCl 0,5M pH=3 (tampao II) e
regenerada com tampao I (tampao de equilibrio).

e 3-Aplicacdo da amostra

Dez ml de amostra foram aplicados na coluna e eluidos com 50 ml do tampao
I, seguido por 50 ml do tampao II e novamente pelo tampao 1. Para retirar outras
proteinas, a coluna foi lavada com uréia 8M e foi regenerada com o tampao L.

Foram coletadas 40 fracdes de 100 gotas, mantendo-se um fluxo de 60 ml /h que
foram monitoradas a 280nm utilizando-se um espectrofotémetro Varian series 634.

2.1.3 Reacgao de Degradacao Enzimatica da Faseolina

A reacgao de degradagio, adaptada de DESHPANDE e NIELSEN (1987a), foi reali-
zada in vitro. Faseolina liofilizada foi dissolvida em tampao Tris-HCI 0,01M pH=7.8
com CaCl; 0,02M para obtengao de uma concentracio de 5 mg/ml. Essa amostra foi
incubada em banho-maria a 37 °C por 1 h, bem como 2 mg de tripsina solubilizada
em 1 mlde HCl 1 mM.

Para cada amostra, foram adicionados 200 yl da solucio da enzima que foi agi-
tada e mantida em banho-maria. A relacio enzima-substrato foi de 1:10 (m/m).

As amostras foram mantidas a 37°C por 30 segundos, 1, 5 e 120 minutos. A
reacao foi interrompida retirando-se aliquotas de 200 pl da amostra e colocando-as
em frascos previamente aquecidos a 100°C com tampao Tris-HCI 0,01M pH=7.8
contendo CaCly, 4% de SDS e 2% de 5-ME. As amostras foram entéo denaturadas
nessa temperatura por 15 minutos e submetidas 3 eletroforese.

2.1.4 Precipitagao Zonal

Este método consiste na separacio de proteinas com pl diferentes. A coluna é
equilibrada com um tampéo cujo pH ¢é igual ao pl de uma das proteinas. Quando
a amostra € introduzida na coluna, a proteina cujo pl é o mesmo do tampao de
equilibrio precipita. :

Uma coluna cromatografica descendente com 28 c¢m de altura e capacidade de
200 ml, foi preenchida com Sephadex G-50, suspendida e equilibrada com tampao
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citrato de sédio pH=4,8, baseado em SCHOLZ et al (1974) e DERBYSHIRE e
BOULTER (1976).

Quinze ml de solugdo de globulina liofilizada, extraida de acordo com a figura
5, foram aplicados na coluna, seguidos do tampio pH=7,4, mantendo-se um fluxo
de 30 ml/h. Foram coletadas de 35-40 fracdes com 100 gotas por tubo que foram
monitoradas em comprimento de onda de 280 nm utilizando-se um espectrofotometro
Varian series 634. Apés a completa separagio, a coluna foi regenerada com tampao
pH=4,8. Todas as operagdes foram realizadas a temperatura ambiente.

2.1.5 Avaliagao da Faixa de Precipitacio de Vicilinas e
Proteinas Tipo legumina

Para se estimar a amplitude da faixa de precipitacio das vicilinas (principalmente
faseolina) e de proteinas tipo legumina em funcio do pH do meio, a fracio de
globulinas dos 3 cultivares foi precipitada em 3 faixas diferentes de pH, de acordo
com a figura 10. As proteinas liofilizadas foram ressuspendidas em agua destilada e
o pH foi acertado para 7,8-8 com NaOH 0,1M. O pH para promover a precipitacao
foi ajustado com HCI 0,1M.

2.1.6 Extracao com INNaCl

Um dos principais métodos de separagao de vicilinas e leguminas é através da dife-
renga de solubilidade em solu¢Ges salinas. A extracao e separacio dessas proteinas
foi feita como se segue na figura 11, utilizando-se solucdes de NaCl 0.5 e 0,05M para
extracao independente das mesmas.

2.1.7 Preparo do Anticorpo

Foram inoculados em coelhos, via intramuscular, 2 ml de extrato total de pro-
teinas de Goiano precoce em ACF (Adjuvante completo de "Freund”), 1:1 (200mg
antigeno/animal), 2 vezes em um intervalo de 13 dias. Apés 23 dias foram inocu-
lados 2 ml desse mesmo extrato solubilizado em NaCl 0,15M, 1:1 (200 pg/ml), via
intradérmica em varios pontos do dorso do animal. Fssa inoculagao foi repetida
mais trés vezes a cada 8 dias. Os animais foram sangrados a cada 8 dias durante
dois meses.

O sangue sem anticoagulante foi colocado em banho-maria a 37°C por 10 minutos
e depois a 4°C por 10 minutos. Em seguida, foi centrifugado a 2000 RPM durante
10 minutos. O soro foi congelado e as hemacias descartadas.



globulina

ressuspender em agua dest. pH=8
PH ajustado para 5,5/ extraido por 12 h
centrifugado 27000xg/ 30 min

sedimento sobrenadante

pH ajustado para 4,8
extraldo por 12 h
centrifugado 27000xg/ 30 min

sedimento sobrenadante
pH ajustado para 4

extraldo por 12 h
centrifugado 27000xg/ 30 min

sedimento sobrenadante

liofillzado

Figura 10: Precipitagao isoelétrica de vicilinas e leguminas de Phascolus rulgaris |
a partir de globulina em 3 pH diferentes.
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extralda com NaCl 0,5M (legumina)
extraida com NaCli 0,05M (vicllina) /12 h
centrifugado 27000xg/ 30 min

sedimento
(descartar)

sobrenadante

dialisado/agua dest.
centrifugado 27000xg/ 30 min

sedimento

(ressuspendido agua dest.)
(liofilizado)

sobrenadante

(ressuspendido agua dest.)

(liofilizado)

Figura 11: Obtengao de leguminas e vicilinas de Phaseolus vulgaris a partir de

sementes, utilizando-se solugoes salinas.
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2.1.8 Teste de Imunodifusao-dupla

Sobre laminas de microscopia foram colocados 3 ml de solugao de agar 1% dissolvido
em K>HPO4-KH,PO4 0,05M contendo NaCl 0,15M. O anticorpo (anti proteinas
totais de Goiano) foi testado contra os antigenos através de imunodifusio dupla
de acordo com OUCHTERLONY (1949). Os antigenos (fracdes de proteinas totais
liofilizadas e faseolina pura dos 3 cultivares) foram dissolvidos em NaCl 0,15M numa
concentragao de 2 mg/ml. Foram aplicados 20 pl de soro (centro) e de antigeno puro
e diluido (1:5, 1:10, 1:15, 1:20 e 1:40), em 2 repeticdes na mesma lamina.

A difusdo ocorreu a 5°C' durante 24h em caixas de germinacéo seladas, saturadas
com &gua. As laminas foram secas sob ar quente e as protefnas que nao reagiram
foram lavadas (3 vezes / 15 min) com NaCl 0,15M. Em seguida. as laminas foram
coloridas com Coomassie Blue Brilliant G-250 0,3% em metanol, 4gua e 4cido acético
(4,5:4,5:1) por 15-20 minutos e descorada com a mesma solucio na propor¢ao de
3,5:8:1, sem o corante.

2.1.9 Grau de Glicosilagao e Dosagem de Aciicares Totais

As reagoes de glicosilagdo foram feitas utilizando-se acido periédico e reagente de
Schiff, de acordo com DOERN ER e WHITE (1990).

Agicares totais ligados a faseolina pura foram dosados pelo método de antrona
[UMBREIT et al., 1972]. As absorbancias obtidas foram comparadas com uma reta
padrao de glicose nas concentragdes de 10, 20, 30, 40 e 50ug/ml, sendo feitas 3
leituras para cada uma.

e Nota: Outros métodos utilizados nas anélises das proteinas descritos nes-
se capitulo (extragdo e dosagem de proteinas, eletroforese, andlise de ami-
noacidos) foram descritos na Metodologia Geral.

2.2 Resultados

2.2.1 Extracao das Globulinas

As globulinas mostraram ser a principal fracio proteica em feijoes (tabela 5), sendo a
faseolina a vicilina mais importante, enquanto as leguminas representaram a menor
porgao das globulinas (tabela 6).

Nao houve diferencas significativas nas concentracdes de globulinas em relacao
a proteina total entre os 3 cultivares estudados. Aeté foi o que mostrou a maior

quantidade de lectinas nas globulinas, enquanto Goiano e Carioca nao apresentaram
diferencgas significativas.
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Tabela 5: Concentragao (%) de globulinas em relacio 3 proteina total e de lectinas
nas globulinas nas sementes dos 3 cultivares de Phaseolus vulgaris .

AET GO CAR
% globulinas 33,25% 48,25° 4] 46°
% lectinas nas globulinas  9,9° 4,0 5,00

Tabela 6: Concentragio (%) de faseolina (F%) e de proteina tipo legumina (T-L)
em relagdo a proteina total e & globulina, obtidos através de densitometria apos
eletroforese, nas sementes dos 3 cultivares de Phaseolus vulgaris .

AET GO CAR
Prot. total Globulina Prot. total Globulina Prot. total Globulina
% F 41,2¢ 55,0 53,0° 71,0° 45,0° 61,5¢
% T-L 3,0° 5,0° 4,2 1,8% 4,59 3,82

Além disso, Goiano mostrou a maior concentracao de faseolina, seja em relacao
a proteina total, seja em relacao a globulina. Porém, exibiu a menor quantidade de
proteina tipo legumina em relagio a globulina.

Aeté e Carioca néo apresentaram diferencas significativas com relagdo a concen-
tracao de faseolina na proteina total. Entretanto, Aeté foi o que exibiu a menor
concentracao de faseolina em relacdo a globulina. Os 3 cultivares nio mostraram
diferencas significativas na concentracio de proteinas tipo leguminas em relacio 3
proteina total. Porém, Aeté apresentou a maior concentracio de proteinas tipo
legumina em relaco as globulinas.

As lectinas estiveram em quantidades bem menores nas globulinas do que na
fracéo correspondente de albuminas (ver tabelas 5 e 3). Dentre os cultivares estuda-
dos, Aeté foi o mais abundante em lectinas-globulinas, enquanto Goiano e Carioca
nao apresentaram diferengas significativas.

2.2.2 Analise Eletroforética das Globulinas

A figura 12 mostra a composicao polipeptidica das globulinas separadas por SDS-
PAGE unidimensional de Aeté, Goiano e Carioca.

A fragao de globulinas dos 3 cultivares apresentou 8 bandas principais, variando
de 56,8 a 19 kg/mol. Elas se dividiram em 3 grupos mais importantes: a faseolina,
as lectinas e as proteinas tipo legumina.



11

aseolina

lecuna’

!guminal

Figura 12: SDS-PAGE 13% das fracoes de proteinas totais (1) e de globulinas (2)
de sementes dos 3 cultivares de Phascolus vulgaris . A= Aeté, G= (oiano e (=
Carioca.
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Ass subunidades da faseolina variaram entre 41 e 48 kg/mol, dependendo do
cultivar (ver discussdo adiante). As lectinas de Aeté e Carioca exibiram M.M. de
36 e 34,5 e as principais de Goiano, 34,5 e 30 kg/mol. A principal proteina tipo
legumina apresentou M.M. de 19 kg/mol.

Ao contrario do que ocorreu com as lectinas e as bandas de 56,8 e 19 kg/mol
que se apresentaram tanto nas albuminas quanto nas globulinas, a faseolina esteve
presente somente na fracdo globulinica.

2.2.3 Composicao de Aminodcidos da Fracao Globulinica

A composigao de aminodcidos das globulinas dos 3 cultivares de feijao, expressa em
mol% , é mostrada na tabela 7, juntamente com os resultados dos trabalhos de outros
autores.

A composi¢ao de aminodcidos das globulinas foi muito semelhante nos 3 culti-
vares. (oiano apresentou a maior quantidade de Lys, mas praticamente metade do
conteddo de Cys em relacio a Aeté e Carioca.

Na fragao de globulinas, apenas 5, Asx, Glx, Ser, Leu e Lys (mais que 10%)
perfizeram 50% do total de aminodcidos. Enquanto isso, os sulfurados nao atingiram
nem 3% desse total, indicando uma deficiéncia dos mesmos.

Em relagéo as albuminas, as globulinas apresentaram maiores concentragdes de
Glx, His, Arg, Phe e Leu e menores concentracdes de aminoacidos sulfurados.

2.2.4 Comportamento Imunolégico das Globulinas

A reagao de imunodifusio com anti-soro de protefnas totais de Goiano contra ex-
tratos de proteinas totais dos 3 cultivares revelou 2 tipos de linhas de precipitacao
(reagao de identidade ou precipitina) para os 3 cultivares: um maior e mais forte
e outro mais fraco. Essas linhas ocorreram em todas as diluicdes. decrescendo em
intensidade conforme as dilui¢cdes aumentavam (figura 13).

Além disso, devido a reacao de identidade nos 3 cultivares, pode-se inferir que
o anticorpo produzido contra as proteinas de Goiano reconheceu aquelas de Aeté
e Carioca, indicando a presenga de determinantes antigénicos comuns entre os 3
cultivares (figura 13-1).

2.2.5 Purificacao e Isolamento da Faseolina

Preparacgoes de globulina procedente dos 3 cultivares de Phaseolus vulgaris foram
precipitadas com 40 e 60% de saturagdo com (NH;),S0,. Essa dltima saturacao
produziu fragoes soliveis constituidas basicamente de faseolina (figura 14).

Este material, por sua vez, foi separado em 2 fracées por cromatografia de a-
finidade. A primeira fragao (F), proveniente da coluna, consistia de proteinas que
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Tabela 7: Composigio de aminodcidos da fracio de globulinas das sementes dos
3 cultivares de Phaseolus vulgaris , juntamente com o resultado obtido por outros
autores. Glu= Acido glutdmico e glutamina, Asx= Acido aspartico e asparagina.

aminoacido mol%

AET GO CAR Ref.l® Ref2
Asx 12,34 11,26 11,66 124 4,48
Glx 13,90 13,60 13,86 15.1 12
Ser 8,37 8,68 8,78 6.7 9,14
His 2,24 230 233 2.6 4.66
Gly 5,34 544 588 2.7 8,3
Thr 4,01 3,83 4,14 34 4,56
Arg 4,05 390 4,14 5.0 16,53
Ala 4,89 486 5,24 3.0 3,08
Tyr 2,62 257 254 3.5 1,6
Met 1,56 1,23 1,33 0.7 1,5
Val 6,61 6,04 6,11 5.2 4,39
Phe 5,26 5,17 5,25 6.6 5,04
Ile 4,96 4,79 4,93 56 4,68
Leu 8,46 848 8,78 9.1 11,15
Lys 10,02 13,21 10,26 5.6 5,8
Pro 4,72 432 4,25 2.9 -
Cys 0,62 033 0,53 0.3 1,32

“PUSZTAI e WATT, 1970- Phaseolus vulgaris
PPASQUALINI et aI 1991- Vicia faba
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Figura 13: 1 -Imunodifusao dupla com anticorpo no centro contra fragoes de pro-
teinas totais puras dos 3 cultivares de Phascolus vulgaris .1-Aeté, 2- Goiano, 3- Cari-
oca. 2, 3, 4-Imunodifusao dupla comn anticorpo no centro contra fragoes de proteinas
totais puras (p) e diluidas (a-1:5, b-1:10, c-1:15, d-1;20 e e-1:40) dos 3 cultivares de
Phaseolus vulgaris . A= Aeté, G= Goiano e C= Carioca. A seta indica a linha de
precipitina mais fraca.



45

lfaseolina

, legumina

Figura 14: SDS-PAGE 13% de fracoes de globulinas precipitadas com 40 e 60% de
saturagao com (N Hy4)2504 e a fragao solivel (I.s.) desta iltima respectivamente. 1,
4e7- Aeté; 2,5 e 8- Goianoe 3,6 e 9- Carioca
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nao apresentavam afinidade com a fetuina (faseolina livre de lectinas), ao contrario
da segunda fracdo (L), eluida com tampao pH=3, contituida somente de lectinas
(figura 15).

2.2.6 Estrutura da Faseolina

Atraves de SDS-PAGE unidimensional, os padrdes das subunidades de faseolina
apresentaram-se basicamente sob 2 padroes diferentes, um referente & Aeté e 4 Ca-
rioca e o outro a Goiano (figura 16).

Os padroes de faseolina de Aeté e Carioca foram praticamente idénticos, mos-
trando uma subunidade maior (a) de 46,3 (£0,7) kg/mol e 3 subunidades menores
(B, v eé) com 45,1 (£0,3), 44 (£0,6) e 42,5 (£0,6) kg/mol. J4 o cultivar Goiano
apresentou 2 subunidades maiores (a e §) de 48,1 (£0.8) e 44,6 (0, 7) kg/mol e 2
menores (7 e 6) de 42,4 (+0,6) e 41,3 (£0,5) kg/mol.

A tabela 8 mostra a proporgao encontrada entre as subunidades de faseolina dos 3
cultivares, obtidas através de densitometria, e do cultivar ”Processor” [SANTORO
1988].

?

Tabela 8: Proporcio (razido) entre as subunidades de faseolina das sementes dos 3
cultivares de Phaseolus vulgaris estudados e do cultivar ”Processor”.

Cultivar Razao entre as subunidades
a B ~ 6
AET 5 2 1 2
GO 2 2 1 0,1
CAR 5 2 1
”Processor” 2 0,2 2 1

As subunidades de Aeté e Carioca variaram na mesma propor¢ao, diferindo de
Goiano, que se aproximou mais do tipo de proporcio encontrado no cultivar Pro-
Cessor.

2.2.7 Composicao de Aminoacidos da Faseolina

A composigao de aminoécidos da faseolina pura, expressa em mol% dos aminoéacidos
analisados, é apresentada na tabela 9, juntamente com os resultados obtidos por
outros autores.

A composigao de aminoédcidos nos 3 cultivares foi muito semelhante. Aeté mos-
trou a maior concentragdo de Ser e Carioca de Asx e Lys em relacio aos outros 2
cultivares estudados. Apesar de Aeté praticamente nao conter Cys, ele foi o cultivar
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Figura 15: Padrao de elui¢do da fragio solivel apds 60% de saturacao com
(NHy)2 504, proveniente da coluna de afinidade. A fracao I' continha fascolina
e a fragao L, eluida com HCL-Gly 0,05M com NaCl 0,5M, pH=3, continha lectinas.
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Figura 16: SDS-PAGE 13% das fracoes de fascolina dos 3 cultivares de Phaseolus
tulgaris , com as 4 subunidades, « (a), 5 (b), 7 (g) € é (d) e suas respectivas M. M.
em kg/mol. A=Aeté, G=Goiano e C=Carioca.
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Tabela 9: Composi¢io de aminoicidos da faseolina purificada das sementes dos 3
cultivares de Phaseolus vulgaris , juntamente com os resultados obtidos por outros

autores. Glx= Acido glutdmico e glutamina, Asx= Acido aspartico e asparagina.

aminoacido mol %
AET GO CAR Ref1® Ref.2?
Asx 12,56 13,01 14,18 13,07 13,4
Glx 15,36 15,64 14,79 186 14,6
Ser 9,97 8,67 851 4,73 9.6
His 2,33 2,58 206 3,35 2.4
Gly 5,93 557 5,99 3.2 5,8
Thr 3,63 346 3,08 3,02 4,2
Arg 3,87 4,09 3,52 5,6 4
Ala 4,90 4,83 4,49 2,9 5,2
Tyr 2,55 2,51 2,16 3.9 2.7
Met 1.39 1,18 1,11 0,88 0.7
Val 5,92 573 5,05 6 6.5
~ Phe 5,61 5,63 4,96 6,3 5,6
Ile 4,72 5,07 4,55 6,1 6.2
Leu 8,59 88 828 107 10
Lys 3,47 890 1358 79 5.4
Pro 4,14 4,08 3,51 2,6 3.7
Cys 0,07 021 0,19 0,18 0.2

“MA e BLISS, 1978- Phaseolus vulgaris

*BARKER et al, 1976- Phaseolus vulgaris cv. Seafarer
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que apresentou a concentragao mais alta de aminoacidos sulfurados em relacao &
Goiano e Carioca.

Na fragéo de faseolina, apenas 5, a saber, Asx, Glx, Ser, Leu e Lys, perfizeram
50% do total de aminoacidos. Enquanto isso, Met e Cys nio atingiram nem 2%
desse total, indicando uma deficiéncia dos mesmos.

2.2.8 Comportamento Imunolégico da Faseolina

Reagao de imuno difusdo dupla também foi feita com faseolina pura, obtida através
da coluna de afinidade, utilizando-se o mesmo anti-soro da reagao com a fracao de
proteinas totais. Como resultado, observou-se a formagao de uma tnica linha de
precipitagao, também bastante intensa em todos os cultivares, confirmando que a
linha maior e mais proeminente da reacio anterior fosse a faseolina. Além disso,
indicou que a outra linha, mais fraca, era a lectina, pois a auséncia desta linha
estaria associada com a retirada da lectina pela coluna de afinidade. Do mesmo
modo, a intensidade da precipitina diminufa conforme a dilui¢io aumentava (figura
17).

O anticorpo produzido contra as proteinas de Goiano e que continha faseolina
reconheceu também as faseolinas de Aeté e Carioca, indicando a presenca de deter-
minantes antigénicos comuns entre estas proteinas dos 3 cultivares (figura 17-1).

2.2.9 Padrao de Degradacao Enzimatica In Vitro da Faseo-
lina

Os padroes de faseolina nativa e degradada com tripsina dos 3 cultivares em SDS-
PAGE sao mostrados nas figuras 18,19 € 20. As 4 subunidades principais da faseolina
nativa foram completamente degradadas apés 5 minutos de digestao com tripsina,
formando polipeptideos com M .M. variando de 25 a 18 kg/mol.

Ap6s 2 horas de digestao, os principais polipeptideos formados (4) em Aeté
e Carioca apresentavam M.M. de 24,5, 23,7, 21 e 19 kg/mol. Goiano mostrou 3
polipeptideos principais com 23,9, 21 e 19,1 kg/mol.

A primeira subunidade a ser degradada foi a a, cuja mobilidade, em Goiano,
foi levemente alterada em SDS-PAGE, de 48,5 decresceu para 46,6 kg/mol. Neste
cultivar também, a subunidade S foi a mais resistente, permanecendo com a mesma
mobilidade até 5 minutos de digestdo. As demais, 7 e 6 foram hidrolisadas mais
facilmente nos 3 cultivares estudados.

A faseolina de Goiano foi a mais resistente & protedlise quando comparada com as
de Aetée Carioca. Apés eletroforese e analise densitométrica, verificou-se que nos 30
segundos iniciais, somente ~45% da faseolina de Goiano haviam sido degradados,
enquanto nos outros 2 cultivares ~ 75% dessa proteina j4 estavam hidrolisados



51

oo
©

Figura 17: 1-Imunodifusao dupla com anticorpo no centro contra faseolina pura dos 3
cultivares de Phaseolus vulgaris 1-Aeté, 2-Goiano, 3-Carioca. 2, 3, 4-Imunodifusao
dupla com anticorpo no centro contra faseolina pura (p) e diluida (a-1:3, b-1:10,
c-1:15, d-1:20 e e-1:40) dos 3 cultivares de Phaseolus vulgaris A= Aeté G= Goiano
e C= Carioca. O lado direito ¢ repeticao do esquerdo.
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Figura 18: SDS-PAGE 15% do padrio de fascolina de Acté, submetida i acho
sequencial da tripsina por 30 segundos (2). 1 min (3), 5 min (1) e 2h (5). Fascolina
nativa (1). Padroes (6), BSA e citocromo-c. T'=tripsina.



y, submetida a agao

5 min (1) e 2h (5). Fascolina
ponta a mobilidade

% do padrao de faseolina de Goianc

Figura 19: SDS-PAGE 15Y
sequencial da tripsina por 30 scgundos (2), I min (3),
nativa (1). Padroes (6), BSAe citocromo-c. I'=tripsina. A sclaa

ocorrida na subunidade .
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Figura 20: SDS-PAGE 15% do padrao de fascolina de Carioca, snbmetida a acio
sequencial da tripsina por 30 segundos (2), 1 min (3), 5 min (1) ¢ 2h (5). Fascolina
nativa (1). Padroes (6), BSA e citocromo-c. I'=tripsina.
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(figura 21). Ao final de 2h, permaneceram somente os polipeptideos de ~20 kg/mol.
Toda a faseolina inicial foi degradada.

2.2.10 Grau de Glicosilagao e Conteiido de Actcares da
Faseolina

A fragao de faseolina pura de Aeté mostrou 5,5% (%0,2) de carboidratos totais,
enquanto Goiano apresentou 7,9% (+0, 2) e Carioca, 15,3% (40, 7). Verifica-se assim
que o grau de glicosilagio da faseolina variou conforme o cultivar, sendo o Carioca
aquele com o maior conteido de agicares, seguido do Goiano e do Aeté. A reacio
com &cido periédico-Schiff mostrou que todas as subunidades eram glicosiladas e o
grau de glicosilagao se distribuiu indistintamente entre as mesmas.

2.2.11 Extracao e Amnailise Eletroforética das Proteinas Ti-
po legumina

As principais bandas das proteinas com caracteristicas de legumina sao mostradas na
figura 22-P. Elas apresentararn M.M. de 20, 19 e 16 kg/mol, sendo a de 19 kg/mol
a maior e mais intensa banda. O polipeptideo de 19 kg/mol foi o mais intenso
em Aeté e Carioca, enquanto o de 16 kg/mol foi o mais pronunciado em Goiano.
Esses polipeptideos poderiam corresponder as subunidades bésicas da proteina tipo
legumina.

Essas bandas foram precipitadas quando as globulinas sofreram saturacéo a 60%
com (NH,);S0y4. Esta fracdo, quando submetida a coluna de afinidade, eluiu em
2 fragoes: a primeira contendo tanto vicilinas quanto protefnas tipo legumina e a
segunda, somente com lectinas (figura 23). A fragao solivel da precipitacio com
(N H4)2504 nao continha nenhuma proteina com caracteristica de legumina (ver
figura 14)

A precipitagao zonal das globulinas dos 3 cultivares produziu um dnico pico,
indicando que as proteinas tipo legumina eluiram junto com as vicilinas, numa sé
fracao, nao sendo possivel separa-las por esse método (dados nio apresentados).

Frages de globulina dos 3 cultivares foram precipitadas em 3 faixas de pH di-
ferentes, 3,5, 4,8 e 4. Pelo volume do precipitado, praticamente toda a proteina foi
precipitada em pH=5.5, porém, houve uma leve precipitacio nos outros pH.

Submetendo-se estas fragdes de precipitados proteicos 4 SDS-PAGE, verificou-se
que os perfis eletroforéticos eram idénticos, mostrando que a faseolina, as lectinas-
globulinas e as proteinas tipo legumina precipitavam em pH entre 5,5 e 4 (figura
24).

Em extragao com solugdes salinas de NaCl 0,05 e 0,5M, a principal banda das
proteinas tipo legumina (19 kg/mol) foi extraida somente na solucio salina mais
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Figura 21: Padrao de degradagao da fascolina por tripsina dos 3 enltivares de Pha-
seolus vulgaris em ‘Itis-11CL O,01M, pl=7,8 contendo CaCl; U,02M, durante os 5
minutos iniciais do processo.
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Figura 22: SDS-PAGE 13% das frag¢oes dc proteinas extraidas com NaCl 0,05 (1)
e U,5M (2) de Aeté (A), Goiano ((3) e Carioca (C). (P)- Perlil de proteinas totais
de Carioca, Goiano e Aeté (1, 6 e 9, respectivammente). A seta indica a legumina
extraida mnos 3 cultivares.
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Figura 23: SDS-PAGE 13% das fragdes eluidas da coluna de afinidade provenicntes
da precipitagao com 60% de saturagao com (N14)2504 (2, 5 e T)- Aeté, primeira
fracio, eluida com pli=8, livre de lectinas. (3, 6 ¢ 8)- Aeté, segunda fragao, eluida
com pH =3, constituida somente de lectinas. (1)- proteinas tolais de Aeté, (9)-
proteina totais de Goiano. .
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Figura‘ 24: SD'S:PAGR 13% das fragoes de globulina dos 3 cultivares de Phascolus
vulgarts , precipitadas em pi=>5,5 (1), pli=4,8 (2) e pli=4 (3). A=Aeté, G=CGoiano
e C=Carioca.
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concentrada (0,5M) (figura 22). Nos extratos provenientes da solucio salina de
0,05M, somente vicilinas foram extraidas, embora parcialmente.

Esses polipeptideos com cerca de 19 kg/mol apareceram tanto na fracio al-
buminica (ver figura 8) quanto na globulinica (figura 12). Bandas muito fracas ao
redor de 45 e 35 kg/mol, coincidentes com a faseolina e as lectinas também ocor-
reram, podendo representar a prépria proteina ou precipitagio de proteinas tipo
legumina (subunidades acidicas).

O tampao acetato pH=4,8 nao foi eficiente para separar vicilinas das proteinas
com caracteristicas de legumina, bem como cromatografia em Sephadex G-200, ji
que as proteinas foram eluidas num dnico pico.

2.2.12 Grau de Glicosilacio e Contetido de Acticares das
Proteinas Tipo legumina

Os resultados obtidos com faseolina foram semelhantes aos das protefnas tipo le-
gumina. Apos reagdo com acido periddico-reagente de Schiff em SDS-PAGE, as
proteinas com caracteristicas de legumina (ao redor de 19 kg/mol) se mostraram
glicosiladas.

2.3 Discussao

2.3.1 Analise da Fracao Globulinica

A fracao globulinica é potencialmente menos téxica, devido & menor concentracgio
de lectinas, mas apresenta uma concentracio inferior de aminoacidos sulfurados em
relacao as albuminas.

Quando Aeté, Goiano e Carioca sdo comparados com Vicia faba (tabela T7),
observa-se que apresentam conteddos maiores de Asx, Ala, Tyr e Lys (dobro) e
concentragoes menores de His, Gly, Arg, Leu e Cys (metade).

Observando-se a tabela 7, verifica-se também que muitos valores obtidos para
Aeté, Goiano e Carioca foram bem préximos dos encontrados por PUSZTAl e WATT
(1970). Entretanto, os cultivares estudados apresentaram concentragoes maiores de
Ser, Gly, Ala, Met, Lys (dobro), Pro e Cys (dobro) e uma quantidade menor de Phe.

Verifica-se ainda que os cultivares estudados apresentaram quantidades superi-
ores de aminoacidos sulfurados, podendo chegar ao dobro como no caso de Aeté,
em relagao aos valores obtidos por PUSZTAI e WATT (1970). O baixo conteiido
desse aminoacido € importante do ponto de vista nutricional, j4 que é utilizado para
biossintese de Met, determina a estrutura e a atividade catalitica de muitas enzimas
e ¢ essencial para virios compostos que sustentam vias metabdlicas [ANTUNES e

SGARBIERI, 1980; SGARBIERI, 1980; ANDERSON e BEARDALL, 1991]

.
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2.3.2 Comportamento Imunoldgico das Globulinas

Nos testes realizados, reagdes de imunodifusio revelaram que o anti-soro de pro-
teinas totais de Goiano reconheceu a fragio de proteinas totais e de faseolina de
Aeté e Carioca (linha de precipitina maior e mais intensa), assim como o que se
pode detectar como lectinas, a segunda maior fragdo proteica desses feijdes (linha
de precipitina mais fraca e menor) (figuras 13 e 17). Isso sugere que, apesar de mos-
trarem padroes de faseolina diferentes (Goiano em relagio aos demais), apresentam

determinantes antigénicos comuns, indicando haver algum tipo de homologia entre
eles.

2.3.3 Analise da Fracao de Faseolina

A faseolina ¢ a principal proteina da fragdo globulinica, pois chega a representar até
71% de toda a globulina e 53% de toda proteina (tabela 6). Goiano foi o cultivar
que apresentou a maior concentracio de faseolina, seguido do Carioca e do Aeté.

A estrutura da faseolina pode sofrer variacdes qualitativas e quantltatlvas ou
seja, na composicao e na M.M. em subunidades entre espécies e ate mesmo entre
os diferentes cultivares THOMSON et al., 1978]. McLEESTER et al (1973), com-
parando proteinas de Phaseolus vulgaris e de Vicia faba, observaram que ambas
as faseolinas dessas 2 espécies possufam uma subunidade em comum de 47 kg/mol.
ERICSON e CHRISPEELS (1973) constataram que Phaseolus aureus mostrava 4 su-
bunidades de 63,5, 50, 29,5 e 24 kg/mol, enquanto ROMERO et al (1975), analisando
variedades de feijdo, constataram que as subunidades com ~ 53 kg/mol apresenta-
vam M.M. total ao redor de 159 + 24 kg/mol. BOLLINI e CHRISPEELS (1978)
encontraram no cultivar ”Greensleeves” 3 subunidades de faseolina na proporcio de
2:2:1, cujas M.M. eram de 52, 49 e 46 kg/mol. BROWN et al (1980) verificaram que
Tendergreen de Phaseolus vulgaris apresentava 3 subunidade com M.M. de 53, 47
e 43 kg/mol. LIOI (1989), analisando diferentes cultivares de Phaseolus vulgaris ,
observou que as subunidades de faseolina variavam entre 45 e 51 kg/mol. ESNAULT
et al (1991) verificaram que a 7S de tremoco possuia uma estrutura tetramérica de
168 kg/mol.

Entretanto, ainda permanecem dividas quanto i associacio dessas subunidades
que podem ser ser um trimero ou um tetramero. BARKER et al (1976) e BOLLI-
NI e CHRISPEELS (1978) inclinaram-se primeiramente por uma estrutura hetero-
trimérica como passo inicial da associagio dessas subunidades. Entretanto, SUN et
al (1974) e BOLLINI e CHRISPEELS (1978) sugeriram uma estrutura tetramérica.
No momento, a estrutura mais plausivel, apresentada por PUSZTAI e STEWART
(1980) [apud PERNOLLET e MOSSE, 1983], é que a faseolina é constituida por
4 subunidades que primeiramente se associam em diferentes heterotrimeros. Esses
trimeros podem ser convertidos numa estrutura mais estavel, um supertetramero,
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contendo 12 subunidades.

A M.M. das subunidades da faseolina pode variar numa faixa de 63,5 a 43 kg/mol.
Elas podem se associar em trirmeros ou tetrimeros, dependendo do cultivar e da
espécie analisada. As faseolinas dos cultivares estudados nesse trabalho apresen-
taram subunidades com M.M. variando entre 48 e 41 kg/mol, constituidas de 4
subunidades (a, 8,7 e §). Baseado em PUSZTAI e STEWART (1980) [apud PER-
NOLLET e MOSSE, 1983], as subunidades da faseolina dos 3 cultivares estudados
provavelmente se associaram numa estrutura tetramérica.

As proporgdes entre as subunidades da faseolina foram as mesmas para Aeté e
Carioca, e diferentes em Goiano. Além disso, os cultivares estudados também foram
distintos em relagéo ao "Processor” [SANTORO, 1988]. Sabe-se que a faseolina a-
presenta uma micro-heterogeneidade, no sentido de que, até o momento, a proporcio
das principais subunidades tem variado entre 1:1:1 e 3:3:1 [SANTORO, 1988].

Outras vicilinas também foram descritas. RACUSEN e FOOTE (1971) isolaram
de feijoes uma glicoproteina, responsavel por 35% da proteina total da semente, com
M.M. de 130 kg/mol (6,1S). PUSZTAI e WATT (1970) verificaram que as vicilinas de
Phaseolus vulgaris possuiam M.M. de 140 kg/mol (7,6S), enquanto DERBYSHIRE
et al (1976) encontraram vicilinas com M.M. de 151 kg/mol (6,8S), também em
Phaseolus vulgaris . Estes resultados sugerem que a faseolina de Aeté, Goiano e
Carioca , com M.M. ao redor de 175 kg/mol, seja uma proteina do tipo 7S.

2.3.4 Composicao de Aminoacidos da Faseolina

Observando-se a tabela 9, verifica-se que muitos valores obtidos para os 3 cultivares
estudados foram préximos dos obtidos por outros autores [BARKER et al, 1976;
MA e BLISS, 1978].

Quando comparados com os resultados de BARKER et al (1976), os cultivares
estudados mostraram quantidades maiores de Lys e menores de Ile e Leu. Entretan-
to, Aeté, Goiano e Carioca apresentaram concentragdes maiores de Ser, Gly, Ala,
Lys e Pro e concentragdes menores de Glx, His, Arg, Ile e Leu em relacio aos valores
obtidos por MA e BLISS (1978).

Embora todos os cultivares exibam conteidos de Cys muito préximos, Aeté,
Goiano e Carioca apresentaram quantidades maiores de aminoacidos sulfurados em
relagao aos dos outros analisados pelos outros autores, apesar de ainda serem defi-
cientes nestes aminoacidos quando comparados com o padrio da F.A.O. (1971).

Porém, todos os aminodcidos considerados essenciais por essa organizacio estio

em concentragoes iguais ou superiores aos valores padroes numa proteina ideal numa
alimentagcao, estabelecidos por ela .

1A concentragdo (%) ideal de aminoacidos essenciais numa proteina alimentar humana dada
pela F.A.O. é Thr=4, Tyr+Phe=6, Val=5, Met+Cys=3.5, lle=4, Leu=7 e Lys=5,5.
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Desse modo, os cultivares estudados sdo materiais muito bons numa alimentacio
complementada por cereais e para cruzamentos genéticos, que visem o aumento da
concentracao desses aminoicidos na semente.

2.3.5 Reacgao de Degradagéo‘ Enzimatica da Faseolina

Faseolina foi prontamente degradada pela tripsina, formando polipeptideos ao re-
dor de 20 kg/mol em SDS-PAGE, semelhante aos resultados obtidos por ROMERO
et al (1975), DESHPANDE e NIELSEN (1987b), NIELSEN (1988) e DESHPAN-
DE e DAMODARAN (1989). Todavia, esses polipeptideos nio sofreram degra-
dacao posterior, mesmo apds 2h de reagdo (figuras 18, 19 e 20). Os sitios pas-
sivos de serem quebrados pela tripsina estariam em nimero pequeno e préximos
ao centro da cadeia polipeptidica, ji que outras enzimas também atuam nesse
local [DESHPANDE e NIELSEN, 1987a; SANTORO, 1988] A porgio central da
molécula parece ser o sitio preferido durante os est4gios iniciais da hidrélise triptica
[DESHPANDE e NIELSEN, 1987a].

E conhecido da literatura que se a proteina nativa for denaturada pelo calor
(100°C), quando reagir com a enzima, formara polipeptideos com M.M. abaixo de
20 kg/mol, sofrendo hidrélise total. O calor age na promocio da desestabilizagao da
estrutura da faseolina, expondo os sitios de afinidade com a enzima, facilitando seu
ataque. Tal evento influencia a degradagio da faseolina, pois em seu estado nativo
dificilmente ela sofre agdo das endopeptidases até hidrélise completa [ROMERO et
al, 1975; THOMSON e LIENER, 1980 apud DESHPANDE e NIELSEN, 1987a].

A formagio de polipeptideos com M.M. ao redor de 20 kg/mol resultante da
degradagao das subunidades da faseolina parece ser uma caracteristica geral de le-
guminosas, embora haja poucos trabalhos em relagio & quantidade de espécies exis-
tentes. Esse tipo de estudo é bastante valido para a andlise da estrutura terciiria
dessa proteina do ponto de vista dos efeitos téxicos que apresenta, semelhantes a-
o das lectinas. Foi mostrado que a faseolina nativa é um estimulante de secrecao
enddgena excessiva de nitrogénio, que passa a ser eliminado pelas fezes, provocando
perda de peso do animal, podendo levi-lo & morte. Além disso, quando essa proteina
¢é degradada no intestino, forma fragmentos que sio tio ou mais téxicos quanto a
faseolina nativa, pois, quando degradados, podem se aderir mais facilmente ao intes-
tino. O problema surge, entdo, quando esses graos sio utilizados crus por exemplo
para a fabricacdo de ragdo animal [SANTORO, 1988; SANTORO et dl, 1988].

A subunidade a foi a primeira a ser degradada nos 3 cultivares. Houve, en-
tretanto, uma leve alteracio na mobilidade dessa subunidade em Goiano (figura
19), indicando que alguns aminodacidos (residuos) foram subtraidos da cadeia po-
lipeptidica nativa, provavelmente do C-terminal da molécula, onde devem existir
sitios de ligagdo para a tripsina. Isto também é suportado pela incapacidade de
acdo das aminopeptidases sobre a faseolina nativa que, além disso, nao é pronta-
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mente acessivel ao seqiienciamento [DESHPANDE e NIELSEN, 1987a; NIELSEN,
1988].

Observando os géis de eletroforese (figuras 18, 19 e 20), verifica-se que houve um
decréscimo de densidade de cor, diferente em cada subunidade da faseolina. Houve
um completo desaparecimento das mesmas entre 1 e 5 minutos, indicando que todas
as subunidades continham sitios de clivagem para tripsina e que a reacio de hidrélise
¢é relativamente lenta e a proteina nao é degradada de uma sé vez.

A faseolina de Goiano foi a mais resistente frente a tripsina. Isso indica que
os sitios para agdo da enzima estariam localizados diferentemente na proteina de
Goiano em relagio aos de Aeté e Carioca. Nesses 2 cultivares, os principais sitios de
clivagem estariam numa regiao estendida de aminoacidos hidrofilicos que ocorreriam
na superficie proteica, sendo mais acessiveis a endopeptidase.

O fato de serem glicosiladas néo interferiu na susceptibilidade da enzima & pro-
teina, pois a faseolina de Carioca que exibiu o maior conteido de carboidratos foi
mais rapidamente degradada do que a de Goiano, com menor grau de glicosilacao.
Esses resultados discordam dos dados obtidos por ROMERO e RYAN (1978), que
propuseram que as ligagdes glicidicas tornariam a faseolina mais resistente ao ataque
proteolitico. No presente caso, as cadeias de carboidratos nio devem ter interferido
na geometria dos sitios para a ligaciao com a tripsina.

A analise de mapeamento triptico, utilizando férmulas para célculos de grau de
homologia, é de grande utilidade para muitos materiais [ANDREWS, 1991]. Entre-
tanto, € preciso estar atento corn relagio & degradagio das proteinas pelas endopep-
tidases, uma vez que os padroes de polipeptideos formados podem variar em funcao
do tempo de reagdo, o que ocorreu com os cultivares estudados (figuras 18, 19 e
20). E preciso estabelelcer o ponto da cinética enzimatica que deve ser considerado
para se determinar o grau de homologia entre as protefnas resistentes a degradagao
completa.

2.3.6 Grau de Glicosilagao e Contetido de Carboidratos da
Faseolina

Aeté, Goiano e Carioca mostraram ser cultivares com concentragao de agucares
ligados a faseolina um pouco mais elevada do que aquela mencionada por RACUSEN
e FOOTE (1971) (4,5%) e DERBYSHIRE et al (1976) (5,5%), porém, préxima
a obtida no cultivar "Red kidney bean”, com 6,8% de carboidratos na faseolina
[AHN et al., 1990]. Carioca foi o que apresentou a maior concentragao de agicares,
aproximadamente o dobro dos outros 2 cultivares. Isso mostra o diferente grau de
glicosilagao de cada proteina, que depende do cultivar.

Em reacéo com écido periédico-Schiff, comprovou-se que todas as subunidades
estavam glicosiladas. Isso concorda com os resultados de HALL ef al (1977) que
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constataram que a faseolina é uma glicoproteina, pois apés eletroforese e coloracio
com Shiff, todos os seus polipeptideos ficaram corados, mostrando que possufam
agucares associados. BROWN et al (1980) obtiveram resultados semelhantes tra-
balhando com feijao comum. BERNARDI et al (1990) também verificaram que as
vicilinas de Phaseolus coccineus estavam glicolisadas, porém a menor subunidade
da faseolina foi muito pouco ou nada glicosilada. MA et al (1980) e PAAREN et al
(1987) mencionam que anilises de SDS-PAGE de produtos deglicosilados mostraram
que a glicosilagao diferencial é responsével por grande parte da heterogeneidade de
M .M., observada entre os polipeptideos de faseolina.

2.3.7 Separagao de Proteinas Tipo legumina e de Vicilinas
e Avaliacao de suas Faixas de Precipitagao

Através de precipitagdo zonal nao foi possivel separar as proteinas com carac-
teristicas de legumina das vicilinas, j4 que ambas foram eluidas juntas.

Isso ocorreu nao sé devido a baixa concentragao de proteinas tipo legumina, mas
tarnbém devido a ampla heterogeneidade de carga demonstrada por essas proteinas
(além das lectinas) desses cultivares que precipitaram numa faixa de pH que variou
de 5,5 a 4. Praticamente toda a proteina foi precipitada em pH=5,5, porém, o
material proteico precipitado e pH=4,8 e 4, quando analisado em SDS-PAGE, foi
idéntico ao de 5,5.

Algumas suposigdes podem ser feitas com relagao a esses polipeptideos preci-
pitados que coincidem com as subunidades de faseolina e com as de lectinas (~35
kg/mol), além de se verificar a presenca das proteinas tipo legumina (~20 kg/mol).

Os polipeptideos com M.M. em torno de 45 kg/mol poderiam ser considerados
como subunidades 4cidas das leguminas. Entretanto, a fragio solivel proveniente
da precipitagido com 60% de saturacdo com (N H,);S80;, ao ser eluido em coluna de
afinidade, e submetido & imunodifusdo dupla, revelou somente faseolina pura. A
precipitagao com saturagao a 40 e 60% com (N H,),S0; pode ter separado também
as subunidades 4cidas da proteina tipo legumina (figura 14), ji que as basicas per-
manecem nessa fracado [WRIGHT e BOULTER, 1974; MORI e UTSUMI, 1979;
DERBYSHIRE e BOULTER, 1976].

As bandas com M.M. de 35 kg/mol poderiam também ser consideradas como
as subunidades 4cidas da proteina tipo legumina, e estariam se sobrepondo as lec-
tinas. Contudo, comprovou-se que esses polipeptideos nio sio subunidades acidas
de leguminas, pois a fragio precipitada com saturagio a 60% com (NH,);SO,, que
contém grandes quantidades de polipeptideos ao redor de 35kg/mol, foi eluida em
coluna de afinidade e o material coletado submetido & SDS-PAGE. Esse procedi-
mento mostrou que os polipeptideos dessa faixa eram realmente lectinas, ja que se
ligavam a fetuina (figura 23). Desse modo, esses cultivares contém lectinas que apre-
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sentam uma grande heterogeneidade de carga, & semelhanca de Phaseolus coccineus
[BERNARDI et al., 1990].

Quanto aos polipeptideos com M.M. com cerca de 20 kg/mol, varios indicios
sugeriram que seriam realmente leguminas. O primeiro deles foi a prépria M.M. As
leguminas apresentam uma mobilidade eletroforética muito maior do que as vicili-
nas, que, todavia, pode ser alterada pela presenca de pontes dissulfeto [SHOLZ et
al, 1974; GRIFFITH, 1972 apud WRIGHT e BOULTER, 1974]. Por exemplo, as
subunidades basicas de Vicia faba podem mostrar M.M. de 23, 20,5 e 19 kg/mol
[MORI e UTSUMI, 1979], ou mesmo 23,8, 20,9 e 20,1 kg/mol [WRIGHT e BOUL-
TER, 1974].

Uma outra evidéncia foi o fato de terem sido extraidas somente com solugdes de
NaCl mais concentradas, concordando com DERBYSHIRE et al (1976) e SUCHKOV
et al (1990). Além disso, essas bandas foram precipitadas na fracao de (N Hy4),S0,
60%, como ocorreu, por exemplo, com Vicia faba [DERBYSHIRE e BOULTER,
1976].

2.3.8 Grau de Glicosilagao das Proteinas Tipo legumina

Uma controvérsia, entretanto, permanece ainda com relagio a glicosilacao das le-
guminas. Alguns autores [DAVEY e DUDMAN, 1979 apud HURKMAN e BEE-
VERS, 1980; DURANTI et al, 1990] citam exemplos de materiais onde a legumina
é glicosilada, diferentemente do que é exposto na cléssica revisio de DERBYSHI-
RE et al (1976). Segundo estes autores, as leguminas apresentam ao redor de 1-
2% de carboidratos ligados a sua estrutura, como é o caso de Phaseolus vulgaris
[DURANTI et al., 1990].

Essa questdao decorre do modo pelo qual a legumina é extraida. Quando es-
sa proteina foi extraida segundo o procedimento de DANIELSSON (1949) [apud
HURKMAN e BEEVERS, 1980], que utiliza extracio com solucdes salinas, precipi-
tagdo a 70% de saturagdo com (/N Hy);S0, e dialise, apresentou-se glicosilada, mes-
mo quando separada de vicilina através de precipitagio (1so)elétrica zonal a partir
de corpos proteicos [DAVEY e DUDMAN, (1979) apud HURKMAN e BEEVERS,
1980]. Contudo, quando se usou precipitagio isoelétrica zonal e a proteina foi pu-
rificada em cromatografia DEA E-celulose e centrifugacio em gradiente de sacarose
ou utilizando cromatografia de hidroxiapatita, as leguminas recuperadas nesse pro-
Ccesso nao se apresentavam glicosiladas [THOMSON et al, 1978; CASEY (1979) e
GATEHOUSE et al, 1980 apud HURKMAN e BEEVERS, 1980].

Observando-se a tabela 10, constata-se que o componente proteico glicosilado
de Casey corresponde a uma das fracoes de legumina de Danielsson. Além disso,
verifica-se que todo componente glicosilado foi precipitado com 40% de saturacao
com (NH,;);S0,, e estavam associados a polipeptideos de M.M. ao redor de 15
kg/mol. Quando as leguminas eram preparadas pelo método de Danielsson, e a
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Tabela 10: Diferentes fracdes proteicas obtidas nos procedimentos de Danielsson
e de Casey [extraidos d¢ HURKMAN e BEEVERS (1980)] para separar legumi-

na de vicilina e analisar seu grau de glicosilagio. A % refere-se a saturacio com

(N H4)2S0,.

METODO FRACAO OBSERVACOES RESULTADO
Danielsson  40-70% vicilinas glicosilada

0-40% leguminas glicosilada
Casey 40-75% 1mais sohivel -

0-40% descartada componente proteico glicosilado

fracao precipitada a 40% de saturagio com (NHy),S0, descartada, o polipeptideo
padrao era semelhante aquela legumina isolada pelo método de Casey.

Esses resultados indicaram que os corpos proteicos contém uma glicoproteina
tipo legumina que ¢ isolada pelo método de Danielsson, mas é descartada por outros
métodos de isolamento.

Sempre houve dificuldades em separar leguminas de vicilinas, mesmo quando
se utilizam vérios métodos (cromatografia, dialise, precipitacoes e solubilidades di-
ferenciais), principalmente se as leguminas estio presentes em baixissimas quan-
tidades. Essa separagio exige qualidade e exaustio dos métodos, e muita pre-
cisao no que diz respeito ao comtrole do pH, da precipitacio e da centrifugacao
[SCHOLZ et al., 1974]. Esse iltimo autor, por exemplo, nio conseguiu separar le-
guminas de vicilinas em Vicia faba, a nio ser por métodos serologicos, e nesse caso,
essas proteinas foram antigenicamente distintas. Estes métodos siao muito eficien-
tes, porém os resultados algumas vezes podem ser surpreendentes, pois um anti-soro
contra legumina pode apresentar determinantes antigénicos comuns para legumina
e vicilina até mesmo entre espécies diferentes [DUDMAN e MILLERD, 1975].

2.3.9 Aspectos Filogenéticos

Os 3 padrées T, S e C sdo altamente representativos da variabilidade da fracao
de faseolina em Phaseolus vulgaris . Quase todas as sementes analisadas por LIOI
(1989) podem ser classificadas em um dos 3 padrdes mencionados.

O padrao tipo C é resultante do cruzamento de T com S e provavelmente teve
origem no mesmo local onde T predominava. Desse modo, as caracteristicas de T
prevalecem no padréo tipo C [GEPTS e BLISS, 1986].

Contender mostra uma baixa frequéncia dentre os cultivares de feijao, mas é
amplamente espalhado no Mediterraneo onde atualmente representa o tipo de maior
ocorréncia. Isso pode ser resultado de um clima peculiar e de praticas agricolas da
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area que favoreceram uma diversificacio tipica de colheita com alta frequéncia de
caracteristicas que eram raras na &rea original [VAVILOV, 1951 apud LIOI, 1989].

Baseando-se nas principais caracteristicas desses padrées com relagio a faseolina,
Aeté e Carioca se aproximararn mais do padrao tipo Sanilac e Goiano do padrao
tipo Contender.

Além disso, a heterogeneidade nesses 3 padrdes ocorre em nivel morfolégico, onde
o tamanho da semente varia conforme o padrao [GEPTS e BLISS, 1986] (tabela 11).
Os cultivares estudados também foram medidos e classificados como o que foi feito
com relacao a faseolina.

Tabela 11: Média e desvio padrao® das dimensdes (cm) de sementes dos 3 cultivares
de Phaseolus vulgaris estudados e das sementes dos cultivares com os principais

padroes de faseolina [extraido de GEPTS e BLISS, 1986).

Altura Largura  Circunferéncia

AET 0,98+0,07 0,6340,04 1,9+0,1
GO 1,11+0,05 0,7640,04 2,5+0,1
CAR 1,0540,09 0,6740,04 2,1+0,2

i 1,4 0,83 1,9
o 1,17 0,78 2,1
ngy 1,0 0,65 1,4

2Nuimero da amostra (n)=>50

Observando-se a tabela, verifica-se que Goiano apresenta sementes maiores que
Aeté e Carioca, semelhante ao ocorrido com os padrdes tipo C em relacdo ao tipo
S, sustentando a classificagdo anteriormente feita com relacdo a faseolina.

Aeté e Carioca apresentam caracteristicas que indicam um certo grau de homo-
logia entre eles, distanciando-se de Goiano. Aeté e Carioca apresentaram padroes
eletroforéticos das protefnas totais (o que inclui a faseolina) praticamente idénticos e
foram muito semelhantes quanto ao tamanho da semente e ao contetido da maioria
das fragdes proteicas. As pequenas diferencas entre ambos ocorreram na concen-
tracao de alguns aminoécidos e, numa maior extensio, na concentracao de agiicares
ligados a faseolina. O padrio, o grau de resisténcia a degradacdo enzimatica e o
mapeamento triptico da faseolina também foram anélogos, o que indica que, devi-
do a grande semelhanca dos fragmentos produzidos nessa reagao, hd uma grande
probabilidade de que a faseolina desses 2 cultivares apresente uma homologia muito
alta e, conseqiientemente, uma grande chance de essas proteinas serem iguais.
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2.4 Conclusoes

1.

Embora Aeté tenha mostrado o maior conteido de Met e Cys e Carioca a
maior quantidade de Lys, Goiano pareceu ser o cultivar potencialmente mais
nutritivo, pois foi 0 que conteve a menor concentragio de lectinas-globulinas.

O contetido de agiicares ligados a faseolina também variou nos cultivares es-
tudados. Carioca foi 0 que exibiu o maior conteiido de carboidratos, seguido
de Goiano e Aeté. Todas as subunidades da faseolina mostraram-se glicosi-
ladas embora, o grau de glicosilagio tenha se distribuido indistintamente nas
diferentes subunidades desta proteina.

Os polipeptideos resultantes da degradacio da faseolina por endopeptidases
foram semelhantes nos cultivares estudados. As diferencas foram suficientes
para se identificar um certo grau de homologia entre eles. Esses cultivares
também sao resistentes & degradagio completa por endopeptidases de maneira
semelhante a outros cultivares ja estudados.

Faseolina, lectina e proteinas com caracteristicas de legumina apresentaram
uma grande heterogeneidade de carga, pois precipitaram numa ampla faixa de
pH, fato que explicaria a dificuldade de identificacdo de leguminas através de
métodos convencionais.

. Até onde foi possivel a identificacio das leguminas, estas se apresentaram

glicosiladas.



Conclusoes Gerais

1. Os cultivares estudados apresentaram concentragoes inferiores de albumina em
relacao a outros materiais analisados por outros autores. Além disso, a fracio
de albuminas dos 3 cultivares apresentou uma concentracio maior de lectinas
do que a fragdo correspondente de globulinas. O cultivar Aeté exibiu uma
quantidade maior de lectinas do que Goiano.

2. Aeté e Carioca apresentaram uma variagao na proporcao entre as subunida-
des da faseolina, diferente da encontrada em Goiano e em outros materiais
analisados por outros autores.

3. Os padrdes e a alta resisténcia da faseolina & degradagao por endopeptidases
nos 3 cultivares sdo semelhantes aqueles conhecidos em outras leguminosas.

4. O estudo do padrio de faseolina, obtido por SDS-PAGE e complementado
com mapeamento triptico, forneceu informagdes valiosas sobre aspectos filo-
genéticos dos cultivares de feijdes estudados.

5. Através da metodologia empregada, o cultivar Goiano é filogeneticamente di-
ferente de Aeté e Carioca que apresentam caracteristicas que indicam um certo
grau de homologia entre os mesmos.

6. Aeté, Goiano e Carioca sao excelentes materiais numa alimentagio comple-
mentada por cereais devido as altas concentragdes de Lys e quantidades mai-
ores de aminoacidos sulfurados em relacio 3 outros materiais.
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