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RESUMO

Polissacarideos foram extraidos de placenta bovina a
diferentes estagios de gestacao (3, 6, 8 e 9 meses), com so-
lucao aquosa de HgC12 (3%). 0 material livre de prbteTna foi
entao purificado atraves de precipitacao seletiva com Ceta-
vlon na presenca de borato de sodio (pH 8,5). As fracoes as-
sim obtidas, correspondentes a 3, 6, 8 e 9 meses de gesta-
cao, foram designadas de PL-3, PL76, PL-8 e PL-9 respectiva-
_mente, e cada uma comportou-se de maneira homogenea quando
submetida a eletroforese, cromatografia de peneira molecu-

lar, e ao tratamento com Concanavalina A.

0 conteldo de polissacarideo nas fracdes foi unifor-
me e a hidrolise acida forneceu, em cada caso, galactose e
glucose como monossacarideos principais, comApequena propor-
cio de hexosaminas (3-5%). As analises em gll.c..dos deriva-
dos alditol acetatos nao mostraram variacdes apreciaveis na
relacao D-glucose :D-galactose entre PL-3 (67,2:32,8) e PL-6
(68,0:32,0); mas houve um decrescimo gradual no confeﬁdo de

D-glucose em PL-8 (58,0:42,0) e PL-9 (45,0:55,0).

Estudos de metilac3ao das fracgoes sugeriram que as

unidades de D-gluco e D-galactopiranose, podem ser consti-
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tuintes de uma glucana e galactana, respectivamente,as quais
formam um.agregado molecular que nao foi dissociavel nospro-

cedimentos de fracionamento utilizados.

Apos tratamento de PL-9 com B-amilase, a proporg¢ao
de glucose no polissacarideo diminuiu, indicando a presenga
de unidades a~Q—g]ucopirahosT1 ligados (1 -4). Da mesma for-
ma, quando PL-9 foi tratado com uma protease bruta, contendo
atividade glucosidasica, uma B—Q—gafactopiranana ramificada
residual foi iso]éda, contendo grupos terminais nao reduto-
res (30,0%) e unidades 3-0 (39,5%) e 3,6-di-0-substituidos -
(30,5%). A estrutura da galactana, de acordo com os dados de
metilagdo, nado sofreu variacdo significativa apos remogdo do

componente glucosil.

Assim, é.possTvel que as fracOoes contenham um mate-
rial semelhante ao g]icoggnfo associado a uma galactana, for
mando uma agregacao molecular, onde a proporgao do primeiro
diminui com o passar do tempo, ou seja, a medida que a geétg

¢do se aproxima do t&rmo.

Esta galactana intimamente associada a glucana nao
tinha sido ainda relatada em placenta bovina, e sua ocorren-
cia neste orgao, sustenta hipotese de que polissacarideoscon

tendo galactose estao envolvidos no desenvolvimento fetal.



ABSTRACT

Polysaccharides were extracted from bovine placenta
at different stages of pregnancy, namely terms of 3, 6, 8,
and 9 months, with aqueous HgC12. The protein-free material
was then purified by selective precipitation wifh Cetavlon
in the presence of sodium borate at pH 8,5. The fractions
obtained from 3, 6, 8, and 9 month-old placentas were
designated PL-3, PL-6, PL-8, and PL-9 respectively and were
each homogeneous on electrophoresis, mo}ecular—sieve

chromatography, and on treatment with Concanavalin A.

Polysaccharide contents of the fractions were uniform
and acid hydrolysis provided, in each eése, ga]actoée and
glucose as principal monosaccharides_witﬁ small proportions
- (3-5%) of hexosamines G.l.c. analysis of deriVed alditol
acetates showed no variation between the Q*g1ucose - D-ga-
lactose ratio obtained from PL-3 and PL-6, being 68:32, but
there was a gradual decrease in the D-glucose content PL-8

(58:42) and PL-9 (45:55],

Methylation studies on the fractions suggest that
D-gluco and D-galactopyranosyl wunits may be constituents of
a glucan and galactan respectively which form a moleéu]ar
aggregate that does not-dissociate in the fractionation

procedures.
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After treatment of PL-9 with B-amylase, the proportion
of glucose in the polysaccharide diminished, indicating the
presence of (1 » 4)-linked «¢-D-glucopyranosyl residues . Also,
when PL-9 was treated with a crude protease having glucosidase
activity a residual B-D-galactopyranan was isoleted and.
found to containing nonreducing end-groups (30,0%) and 3-0
(39,5%) and 3,6-di-0-substituted (30.5%) units. The structure
of the ga]atfan did not vary, according to methylation data,

on removal of the glucosyl component.

The fractions thus contain glycogen-like material
associated with a galactan as a molecular aggregate and that
the proportion of the former in the placenta diminishes with

increasing age.

This galactan has not been previohsly recognized in
bovine placenta and its occurrence in this organ supports the
hypothesis that galactose-containing polysaccharides are

involved in fetal development.
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I. INTRODUGCAO

Apesar do nUmero consideravel de polissacarideos de
origem vegetal, a ocorrencia dessas macromoleculas no reino
animal restringe-se a umés poucas. Dentre elas, o glicogenio,
amplamente distribuido, a quitina, especialmente entre .os
Arthropoda, a celulose entre os Tunicata e um polissacarideo
diferente do glicogenio, encontrado em Molusco, tendo sido
inicialmente denominado de "galactogenio" (48), por se com-
poéto de unidades de D-galactose. Apesar das galactanas terem
sido bastante estudadas-ate entao, muito pouco se sabe sobre

o papel que essas macromoleculas desempenham no ser vivo.

Em varios moluscos do genero gastropoda esses polime
ros sao sintetizados pelo organismo materno e incorporados,no
momento da ovogénese, as massas dé ovos ent3o formadas (42).
Portanto,lé de se supor que deva haver uma estreira - relagao
entre essa classe de macromoleculas e 0s processos reproduti-
vos, ao menos em moluscos. Recentemente foi demonstrado que
ga]abtaﬁas sao de fato consumidas pelos embrioes dos molus-
cos em crescimento (39). Este consumo deve ter finalidades e-
nergeticas para o embriao uma vez que, em muitas especies

desses animais, o glicogenio so aparece nos ovos, no fim do



desenvolvimento embrionario (49,33). A gluco-ga]éctana de mas-
sa de ovos de uma especie de Ampullarius, no momento da ovi-
.posigao, e constituida de D-galactopiranose (71%) e D-glucopi
ranose (29%) (44). A molécula & &ltamente ramificada, como em
outras B—Q—galactopirananas, ea D-glucose localiza-se nas
extremidades nao redutoras da estrutura como grupo a-D-gluco
piranosidicos ligados (1 -+ 4) a unidades B-D-galactopiranosi
dicas. Porém, apos o 100 dia de desenvolvimento. embrionario
a relagao ga1acto$e: g1ﬁcosé e de 85 : 15, valor qde se modi
fica para 88 : 12-ap63 o 150 dia desde a oviposigao. Este fa
to em combinacdao com a analise dos resultados da metilagao
dos polimeros, permite sugerir que a D-glucose e consumida

preferencialmente pelo embrido do caramujo provavelmente co-

mo fonte de energia.

Analisando estes achados e adotando criterios filoge
neticos, Feijo e Vieira Lopes(43) formularam uma hipotese se
gundo a qual os mamTfetos poderiam tambem, durante a gesta-
cao, uti]izar modé1o molecular enérgético semelhante ao en-
conthado nos ovos dos moluscos. No entanto, o ovo nos mamng.
ros- superiores, possui pequena quantidade de nutrientes,sen-
do seu desenvolvimento fisiologicamente dependente do orga-
nismo materno. Paha tal, o ovo a1oja¥se no endométrio do ute
ro e, apos uma serie de_modificaéSes nos tecidos maternos e
do prﬁprio ovo, leva a formagio de uma estrutura complexaque
vai permitir as trocas fisiologicas entre a mae e o embriao.
A implantacao do embrido se faz mais ou menos profundamente
em re1ag§o ao plano uterino. Disso resulta uma maior ou me-

nor agressividade embrionaria contra os diversos constituin



tes do endometrio a saber: epitelio do Utero, tecido conjun-
tivo subjacente, vasos mdternos. 0 corio, membrana externa,
diferenciada em vilosidades, e o agente desta "agressao". Es
tas vilosidades estao as vezes dispostas em pequenos amontoa
dos ou placas, isoladas uma das outras, sobre a superficie
corial; outras vezes se dispoem em faixas, formando como que
cintas na superchie corial;'ou se poiarizam em um disco uni

co; ou finalmente, se difundem por toda a superficie corial

apresentando um desenvolvimento apenas discreto.

Em determinadas especies - eqliideos, ruminantes, as

relagoes do corio com .o Utero s3ao apenas superficiais. Neste

caso o tecido fetal e facilmente separado do materno, por
ocasido do parto. Em outras especies - carnivoros, roedores,

homem, a intimidade e bem maior. 0 desentrosamento das vilo-
sidades nao e possivel, pois elas se constituem com te-
cidos maternos em orgao unico, Enquanto no primeiro caso se
fala em semiplacenta, no segundo se fala em placenta ou pla-
centa verdadeira. Do ponto de vista hiéto]Sgico a - p]abenta
bovina e classificada como sendo do tipo sindesmo-corial.Nes
te caso, 0 corio agride o epitelio do utero, mantendo re1a-.
¢6es geralmente com o tecido conjuntivo subepitelial.

Esta ré]agéo,nEo se vehTfiéa em toda a superchie do utero e
sim em determinadas partes, isentas de glandulas - as salién
cias denominadas parﬁncu1as: uterinas,'caracterizéndo a pla-
centa cotiledonada. Os cotilédones fetais se unem a caruncu-
Ta durante a gestagao formando os chamados placentomas. (47),

‘como mostrado na figura 1.
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FIGURA 1: Placentoma (Cotiledone fetal e caruncula)

V. Cotiledone fetal com suas vilosidades,
parcialmente destacado das criptas da

caruncula

C. caruncula
A. Membrana Corio-alantoide.

U. Otero.



A evolucao da placenta nos mamiferos nao envolveu o
desenvolvimento de novas estruturas fetais, mas, aocontrario,
modificacOes de estruturas ja presentes nos ancestrais rep-
teis (57). E esta foi a assertiva que levou Fefj6'e V. Lopes
(43) a utilizarem a placenta como objetivo de seu estudo e

investigacao.

A placenta, em inumeras especies, tem sido intensa-
mente investigada com resneito a oroducdo e utilizacgao de
energia. Foi Driessen (15) em - . 1907, quem demonstrou,
utilizando tecnicas histologicas, a presenca de g]icogénio
na placenta humana.Porem foi Claude Bernard em 1859, quem pri
meiro evidenciou este polissacarideo em placenta (de coelho).
_Ele sugeriu que o glicogénio presente ha placenta deveria
servir como fonte auxiliar de carboidratos para o feto ate
que este adquirisse a cépacidade de armazena-lo, e denominou
a}p1acehta de figado substituto do embriao em desenvolvimen-
to (7).»De fato, 0 conteddo de glicogénio e a atividade da
g]ucose!6-fosfata§é na placenta humana sao altos no inicio
da gestacdo- e decrescentesbom o tempo, enquanto que a quanti
dade de glicogénio e a atividade de glucose-b-fosfatase do
figado fetal sao insignificantes no inicio da gestagdo, as-
fsuando valores mais altos  medida que declinam as fungoes
placentarias (57). Este decréscimo na taxa de glicogénio pla
centario também esta relacionade com o concomitante  aumento
da hébi]fdade do figado fetal em armazénar glicogenio (12) e
de sintetizar as enzimas necessarias para 0 seu metabolismo

(49).



0s padroes no»metabo]ismo de carboidratos na placen-
ta humana diferem, em alguns aspectos, daqueles encontrados
nas placentas de outros animais. Assim, o conteudo de glico-
génio na placenta humana, como ja foi dito, e alto no ini-
cio da gestacao, declinando a medida que a gestacao evolui.
Contrariamente, placentas de ratos e de coelhos tem um baixo
contetdo do polimero no inicio da gestacao, que aumenta afiﬂ
gindo o valor maximo em torno de 2/3,dq periodo da gestacao,
diminuindo entdo ate o.nascimento (38). Esta variacio de com
portamento pode estar relacionada ao fato, ja observado, de
que a taxa de glicogenio no figado feta]lhumano comega a au-
mentar muito mais cedo, proporcionalmente, do que a taxa de

glicogénio do figado fetal de ratos e coelhos (58, 59).

Uma outra atividade placentaria € a conversao de glu
cose a frutose (27) que & lancada no'p1ésma fetal. A produ-
cao de frutose pela placenta foi demonstrada "in vivo" por
Huggett (36) mas o possivel papel da frutose no metabolismo
fetal permanece‘obscuro. Sabeése, no entanto, que =~ animais
com altas taxas de'g]Tcog?nio na placenta tém pouca frutose
n0‘sangué fetal, ao passé que animais‘com altas quantidades
de frutose nd sangue do feto possuem pouco glicogénio na pla
centa (37). 'Em ovelhas e outros ungulados, o contelido de fru-
tose & mais alto no sangue fetal do que no materno, podendo

atingir ate.1-mg/ml. (s),

Um fato bastante'importante, ha muito observado, @
a relativa estabilidade do conteudo de glicogenio na placen-

ta. Sua taxa resiste a alteracoes metabolicas no organismo



materno (35) assim como a amplas flutuagdes nos niveis da
glicemia materna e/ou fetal (57). Mas a quantidade de glico-
génio na placenta de coelho apresentou um aumento apos admi-
nistracao devcortisona (32). Em cobaia, a degradagao de gli-
cogénio placentario e estimulada por epinefrina e mediadapor
cAMP celular (60), havendo estimulo da atividade da glicoge-
nio fogforTIase e significativa redUgEo na atividade da gli-

cogénio sintetase.

Na placenta, a captacao de glucose da circulagao ma-
terna da-se pelos "brush-border" que saoios primeiros $itios
~embrionarios da sintese do glicogénio (8). Portanto, as celu
las sinciciotrofoblasticas devem conter as enzimas para o me
tabolismo embrionério do glicogenio. De fato, Fisher e Laine
(19) encontraram altas concentracoes de glucose do tipo
a(1+4) associados com as microvilosidades isoladas de sinci-
ciotrofob1as£os de placenta humana aos 3 meses de gestacao.
Estes autores detectaram séries de tetra e trissacarideos s
e propuseram uma relacdo entre estes malto-oligossacarideose
a atividade de o-amilase associada a estas celulas, relacio-

nando-os ao metabolismo do glicogénio.

Apesar das Thﬁmeras referéncias, na literatura, so-
bre a ocorr@ntia de glicogénio em placenta, e do grande nume
ro de publicagbes com enquue ehergético para o embrido » fe
to, nenhuma citacdo foi encontrada com referéncia a presenga
de po]TmerQs de galactose neste tecido. Se acaso presentes
" na placenta, estas macromo1é¢u1as-pbderiam tambem desempenhar,
a-exemplo do que ocorre em molusco, papel energéetico para o

feto. Feijo e Vieiramfopes>(43) quando investigaram a placen-



ta bovina no 40 més de gestacao, obtiveram uma fracao polis-
sacaridica neutra contendo glucose como principal compohente
(~-80%) e uma menor porcdo de galactose (~20%). Os autores su
geriram que a ocorreéencia desses po1fssacar?deosAna placenta
bovina poderia confirmar a hipotese segundo a qual tais ma-
cromoleculas, por sua localizagao e arquftetufa_mo]ecu]ar,sg
riam a garantia para a manutencao do metabolismo energetico

do feto em desenvolvimento. Sugerfram afnda que a relagaoglu
cose : galactose se altera na placenta durante a gestacao,em
funcdo da idade, o que indica a ocorréncia de estruturas po-

liméricas dinamicas.

No presente trabalho, pretendemos investigar as pos-
siveis variacoes estruturais que devem ocorrer nos polissaca
rideos neutros de placenta bovina em funcao da idade de ges-

tacgao.



IT. MATERIAL E METODOS

Metodos Gerais: A analise das fragdes polissacaridi-
cas por eletroforese foi realizada em papel acetilado (Cello
gel) segundo o metodo de Dudman e Bishop (17), com equipamen

to Fanem, apresentamdocada uma das fracgdbes apenas uma banda.

A cromatografia em fase gasosa (g.1.c.) foi realiza-
da em Cromatografo Varian, modelo 2440, com detetor de ioni-
“zagdo de chama, e utilizando-se nitrogénio como gas de arras
te (37,5 ml/min). As temperaturas da camara de injecao e do
detetor foram de 200° e 250°c, respectivamente. As analises
dos alditol acetatos e dos derivados alditol acetatos parci-
almente metilados foram feitas em coluna de aco inoxidavel -
(200 x 0,15 cm, d.i.,), empacotada com ECNSS-M a 3% (p/p) so-
bre "gas chrém N" de 100-120 mesh (25) a 160%C, a 180°C e
com temperatura programada (120°C-160°C,2°C/min.). Os tempos
de retencio (T) dos alditol acetatos parcialmente metilados
foramgrefer%éos'ao do‘1,5»di-g-aceti1-2,3,4,6-tetra—g-meti1é
D-glucitol; e os dos a]ditol‘acetados referidos ao do érabi—
hito] pentacetato. Em todas as analises por g.l.c., as areas

foram calculadas por triangulacao (52).
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A espectrometria de massa foi realizada com os deri-
vados alditol acetatos em espectrometro Finnigan'(g.].c.-m.s)
modelo 4000, acoplado a um siétema de dados Inco 2300 e equi
pado com coluna capilar (30mx0,25mm,d.i.) preenéhida com 0V-
225. 0s espectros foram obtidos por impacto de eletrons, re-
petitivamente a cada 2 ségundos, desde m&ssa 40 ate massa
420 . As injecoes foram feitas diretamente na coluna a 50°C
com a finalidade de se obter-uma faixa estreita dos solutos
(26) e entao rapidamente programada (40°C/min.) a 182° ¢ -
("hold"). 0 g3s debarraste foi helio com a velocidade linear

de 22 cm/s.

A cromatografia em pape1 foi realizada pelos metodos
descendente e ascendente, com papnel Whatmann n® 1, nos se-
guintes sistemas de solvente (v/v): a) 1:5:3:3 (fase supe-
rior) benzeno-1-butanol-piridina-agua; b)v200:1751.butanona-
agua-amonia.- A visua]iiaggo dos acgucares foi efetuada com
os reagentes de nitrato de prata alcalino (56), cloridrato
de baravaﬁisidina (34) (para acucares redutores) e ninhidri-
na (para hexosaminas). A.mobiJidade dos aglcares livres ~ na.
cromatografia em papel foi relacionada a da Q4ga1actdse -

(RGa1-)'

A determinacao quantitativa de proteinas foi feita
~com o reagenfe Folin-Ciocalteauy; segundo processo descrito
por Lowry et alii (45, 21). A absorbincia foi lida a 660 nm,
comparativamente ao padrio de soro-albumina crista]ina; na

faixa de 10 a 100 ug/ensaio.

Para as dosagens de acicar total foi utilizado o me-
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tododofeno]-ébido sulfurico (18), com as leituras a 490 nm,u-
sando-se como padrao a D-galactose na faixa de 10 a 100ug/en
sajo. Os acucares redutores foram determinados pelo método

de Somogyi (54) e Nelson (50).

As determinacdes espectrofotométrica para a regiao do
visivel foram realizadas em aparelho Coleman Junior, modelo

6A.

As solugoes quando liofilizadas o foram em equipamen
to Virtis, modelo 10-145 MR-BA. As evaporacoes foram realiza
das em evaporador rotatorio Blichi, a pressao reduzida e a

temperatura nunca superior a 50°¢,

As rotacdes opticas especificas foram determinadas

em polarTmetro Schmidt Heeusch a 25°C.

Isolamento e Purificacao das Fracoes Polissacaridicas da Pla
centa: As placentas foram obtidas no Abatedouro Argus (Sao
José dos Pinhais, PR) de varias vacas, em quatro estagios di
ferentes de gestacao: 30, 60, 80 e 90 meses. Para cada esta-
gio foram coletadas amostras de, pelo menos, quatro animais
diferentes. Os tempos de gestacao foram determinados usando-
‘'se como criterios as caracteristicas morfologicas externas

dos fetos e o metodo de Hetzel (47).

Imediatamente apos o abate, as placentas foram remo-
vidas, acondicionadas em sacos plasticos, mantidas a tempera
tura de 0-4°C e transportadas ao laboratdorio. Durante a ope-

racdo de limpeza dos nodulos placentarios, tambem chamados de



placentomas (compostos da caruncula e do cotiledone fetal),
quando entao foram removidos os restos de tecido uterino e
da membrana corio-alantoide, os mesmos foram mantidos em ace
tona. Antes de serem submetidos a homogenizagao, os nodulos
foram retirados da acetona, pesados (3,8 kg; 4,0 kg; 4,5 kg;
e 2,3 Kg, correspondendo ao 39, 69, 80 e 90 méses de gesta -
cao, fespectivamente); em seguida homogeneizados (1iquidificador
alta rotacao, 5 min.) com HgCl, (2,5 m1 HgCl, a3%7q de teci-
do) e os sistemas deixados em repouso por 12 hbraé em camara
fria. Ap6$ este tempo, 0S homogenafos foram centrifugados -
(5000 rbm, 10 min.) e 0os sobrenadantes coletados tiveram seus
volumes reduéidos por evaporacio a baixa pressio,apés o que
forah tratados com etanol (3 volumes) e deixados em repouso
por 12 horas (0-49C). Apos centrifugacdo (5000 rpm/15 min.)
0S phecipitados foram dissolvidos em agua e submetidos a dia
lTise por 48 horas contra agua corrente. Em seguida,as solu- -
coes foram tréfadas com etanol (3 volumes), submetidas a cen
trifugaggo, e os precipitados assim obtidos foram lavados com
acetona (3 vezes). Os pos cetonicos (5,7 g; 6,0 g; 7,0 Q e
3,4 g das preparacoes do 30, 60, 80 e 99 meses dé_ gestagéo;
respectivamente), representando cerca de 1% do pé€so seco, fo
ram dissolvidos em agua (1‘9/100 ml), e submetidos ao fracio
namento com base quaternaria de amonia (brometo de hexade-
ciltrimetil amonia, Ceta91on) em diferentes pH como descrito
por Duarte e Jones (16). Os ptecipitadés obtidos em pH 7,0
das varias fracoes, foram isolados por centrifugagao (5000
rpm/10 min,), e guardados para uma posterior investigacgao.Os

sobrenadantes aquosos, contendo Cetavlion a pH 7,0 foram tra-
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tados com tampao borato a 3%, pH 8,5. 0 material assim preci
pitado de cada uma das‘frag5es, foi isolado por centrifuga -
¢3o (5000 rpm/10 min.), solubilizado em acido acetico 2N e
precipitado com 3 volumes de etanol (3 vezes). Estes precipi
tados, correspondentes as amostras de placenta do 30, 60, 89
e 99 meses de gestacgao, foram dissolvidos em agua destilada
e submetidos a dialise contra agua destilada por 72 horas.As
fragoes foram finalmente precipitadas- com etanol (3 volumes),
lavadas com acetona (3 vezes) e seécas eﬁ estufa a 409C. Tais
fragoes, assim obtidas, foram denominadas ﬁL-3[ﬁ49 mg; 7,8%

25

do po cetdnico; [of 3> + 144° (c, 0,35 em agua)) , PL-6 [454mg;

7,6% do pd cetdnico; [qjg5 + 140° (c, 0,50 em agua)] , PL-8

[520 mg; 7,4% do po cetdnico; [a]SS + 123%(c, 0,50 em Eguai

25
D

e PL-9[250 mg; 7,3% do pé cetdnico; [a}
»Sguaﬂ ;, correspondendo as preparacoes de placentas do 39,60,

+ 1052 (c, 0,%em

80 e 90 meses de gestacao, respectivamente.

Hidr61ise Acida Total de PL-3, PL-6, PL-8 e PL-9. Amostras

(10 mg) de cada uma das fragbes polissacaridicas foram hidro
lisadas com acido sulfurico 1 N (3 ml), durante 15 horas, a
temperatuha de 100°C em ampdlas seladas., Apos neutralizagéo
com carbonato de bario (pH 4,5), os sistemas foram submeti-
dos a centrifugacdo e os sobrenadantes concentrados por eva-
poracdo. Apos esta operagdo, os produtos da hidrolise acida

das fracoes foram analisados por cromatografia em papel.

Amostras (10 mg) de cada uma das fragdes polissacari
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dicas foram também submetidas 3 hidrolise com acido trifluo-
racetico (TFA) 2N (2 m1) a 100°C por 15 horas ( 1). Apos eva
poragao a secura, os residuos foram dissolvidos em agua e as
solugoes resultantes submetidas a cromatbgrafia em papel pa-
ra a analise dos pfodutos de hidrolise. Assim foi possTvei
verificar que PL-3, PL-6, PL-S e PL-9 sao combostos de gluco

se e galactose,

Reducao e Acetilacao dos Produtos da Hidrolise Acida das Fra
coes: Amosfras dos hidrolisados acidos das fragoes polissaca
ridicas foram reduzidas com boroidreto de sodio (NaBH4)_(5$E
temperatura ambiente por 16 horas (pH < 9,0). As reagoes fo-
ram interrompidas com acido acetico 2 N e as solucgoes conten
do os alditois dos correspondentes monossacaridios reduzidos
foram tratadas com resina Dowex SOWm 8, 200-400 mesh, forma
H*, para a remoc3o dos Fons sodio. 0 acido b6ri§o resultante
foi eliminado na forma do éster volatil borato de metila,por
codestilacao com metanol. 05 alditois assim obtidos foram ,
entdo, submetidos a acetilagao (61), com uma mistura de ani-
drido acBtico-piridina (1:1, v/v) por 5 horas a 100°C. Esta
mistuha foi tratada com Egud (2—4°C) e os acucares acetila-
dos extraidos com cloroformio. A piridina residual foi elimi
nada das preparacoes por tratamentos sucessivos com acidosul
furico 1 N e por éVaporagEes sucessivas com toiueno. 0s aldi
tol acetatos assim obtidos foram ahalisados por g.l.c. e por
g.l.c.-m.s.,(m/ei73,145, 217,289 e 561) como jS descrito em

Metodos Gerais. As relacoes glucitol :gaTactito]b(mo1es%) fo
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ram de 67,2 :32,38; 68,0 :32,0; 58,0 :42,0 e 45,0 :55,0 pa

ra PL-3, PL-6, PL-8 e PL-9, respectivamente.

Cromatografia em Coluna das Fracoes Polissacaridicas: Amos-

tras (3 mg) de PL-3, PL-6, PL-8 e PL-9 foram submetidas a
cromatografia emvco1una§ de Sepharose.68,4B-200 e 2B-300
(30 x 1,8 cm,d.i.) e eluidas com Egu§ destilada com um fluxo
de 4 ml/hora. Fracoes de 1 ml de e1ﬁat0 foram coletadas, com
o auxilio de um coletor automatico, a temperatura ambiente.

Aliquotas de 0,2 m1 de cada fracao foram retiradas para a
determinacdo de agucar total e(ou) proteina. As amostras de
PL-3, PL-6, PL-8 e PL-9 comportaram-se de maneifa homogenea
quando submetidas  a esta tecnica apresentando apenas um pi-
co. Com uma recuperagéo media em tdrno de 97%, os polissaca-
erios'foram, em todos os casos, eluidos no volume Amorto' -
(Vo) das colunas. Para a eluicao do "Dextran-blue", utiliza-
do para determinar VO; usou-se uma solucao aquosa de cloreto

de sddio 0,9 g%.

Reacdo das Fracoes Polissacaridicas com a Concanavalina A(20)

0 teste de complexacao de PL-3, PL-6, PL-8 e PL-9 com a Con-
canavalina A foi executado do seguinte modo: com tampao ace-
tato 0,1 M pH 6,0 (contendo MnC12, Mgciz, CaC]2 na concen-
tracao 0,001 M e NaCl 1M) foram preparados 20 ml de solugao
contendo 15 mg da fracao polissacaridica correspondente, e
10 m1 de uma solucao contendo 5 mg de Concanavalina A (tipo

IV, Sigma). Em seguidavas solucoes foram misturadas e o sis-
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tema resultante permaneceu em agitacao (agitador magnetico)
por 30 minutos. Apos centrifugacao, foi investigada no so-
brenadante a presenca de agucar pelo metodo do fenol - acido
sulfurico. Por ter sido este teste negativo, o sobrenadante
foi desprezado. 0 precfpitédo foi entao tratado com uma solu
cao de metil-oa-D-manosidio (4 ml, 25 mg/ml) e, depois de 1
hora de agitacao, adicionou-~se uma solugao de TCA a 10% a
frio (12 horas). Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi dei-
xado em dialise por 24 horas contra agua corrente e; em se-
guida, tratado com 3 volumes de etanol. 0 precipitado resul-
tante, i$o1ado por centrifugacao, foi dissolvido em agua e
liofilizado. Amostra deste materia1.1iofilizadd (de cada uma
das fracbes estudadas), ap0s hidrolise acida, quando submeti
da a cromatografia em papel e g.l.c. demonstrou total identi
dade com a fracdo polissacaridica original (nio tratada com
Concanavalina A) ou seja, constituida pelas mesmas propor-

coes de glucose e galactose.

Determinacao Enzimatica da D-glucose nas FracOes; Uma amos-

tra (5 mg) do hidrolisado acido (TFA) de cada uma das fra-
coes polissacaridicas, foi incubada a 379¢ por 1 hora, com o
reativo da glucose oxidase, peroxidase e o-dianisidina, de
acordo com a tecnica descrita por Dahlqvist (12). A absorban
cia foi detehminada a 420 nm. PL-3, PL-6, PL-8 e PL—9 tive-
ram, tespectivamenfe 65,0%; 65,0%; 57,5%; e 43,0% de seu a-
clcar total (previamente dosado no hidrolisado pelo método

fenol acido sulfurico)oxidado pela enzima.
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Determinacdo Enzimatica da D-galactose nas Fragoes: Uma amos

tra do hidrolisado acido (TFA) de cada uma das fragdes  po-
lissacaridicas (0,4 ml contendo de 20 a 30 ug de agﬁcar redu
tor) foi incubada com 200 pg de D-galactose oxidase e 1,6 ml
de o-dianisidina-peroxidase (reagente cromogenico), de acor-
do com tecnica déscrita por Amaral et alii. ( é). 0 sistema
de incubacio foi mantido a 37°C por 60 minutos. A absorban-
cia foi determihada a 420 nm, utilizando-se padroes que va-
riam de 18 a 54 ﬁg'de D~galactose. As frégaes polissacaridi-
cas PL-3, PL-6, PL-8 e PL-9 tiveram,respectivamente 30,0% ;
31,0%; 41;5% e 51,0% de seu agﬁcarltota1 (pkeviamento dosa
do‘no hidrolisado, pelo metodo do fenol-acido su]fﬂric@trang

formado em galactose hexodialdose pela enzima.

Hidrolise Cloridrica de PL-3, PL-6, PL-8 e PL-9: Para inves-

tigar»a presenca de hexosaminas, uma amostra (5 mg) de cada
fracdo polissacaridica foi submetida 3 hidrolise com  acido
CTOertTco 6N (2 ml) durahte 6 horas a iOOOC. Ao.esfriar, 0
volume foi completado para 10 m1 com agua desti1ada,ve 0 sis
tema passado atraves de coluna de Dowex 50W x 8,200-400 mesh, .
forma N (coluna de 10x1cm;d.i.).}Ap65 eluicdo das substdn -
cias interferentes com 10 m1 de HCI 0,25 N e 10 ml de agua
deionizada, as-ﬁéxosaminas foram el<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>