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RESUMO: Entre as diversas atividades bioldgicas relatadas para as saponinas, merecem destaque
aquelas relacionadas ao aumento da resposta imune e a ruptura das membranas dos eritrécitos. No
desenvolvimento de vacinas, ambas as propriedades exercem atividades antag6nicas, contudo, as
informagdes sobre as relagdes estrutura-atividade sdo relativamente escassas e, as vezes, conflitantes.
O presente trabalho visa contribuir no estabelecimento das relagdes estruturais envolvidas com as
atividades imunoadjuvante e hemolitica de saponinas triterpénicas. Para isso, foram selecionadas
vinte saponinas de estrutura triterpénica, isoladas das espécies Aesculus hippocastanum, Dolichos
lablab e Glycine max. A relagéo entre grupamentos substituintes do anel triterpénico e as atividades
bioldgicas foi estudada mediante analise de agrupamentos e analise de componentes principais. Os
resultados confirmam a importancia da presenga de agticares em C-3 para a atividade hemolitica.
Porém o efeito causado pela presenga de uma hidroxila em C-16, de CH,OH em C-17, de uma acetila
em C-22 e de um grupamento acila em C-21 sobre essa atividade parece ser mais acentuado. Ja a
presencga de uma hidroxila em C-21, de uma metila em C-17 e de dois agucares ligados a aglicona
parece ser determinante para a atividade imunoadjuvante. Além disso, observa-se a existéncia de
uma relagdo inversa entre as atividades hemolitica e imunoadjuvante.

Unitermos: Saponinas, relacéo estrutura-atividade, atividade imunoadjuvante, atividade hemolitica,
analise de agrupamentos, analise de componentes principais.

ABSTRACT: “Study of the structure-activity relationship of adjuvant and/or hemolytic
saponins by use of multivariate analysis”. Among the various biological activities reported for
saponins, those related with increase immune response and the destruction of the membrane of red
blood cells deserve attention. In the development of vaccines, these properties exert antagonistic
activities. However, the information about the structure-activity relationships is relatively scarce and
sometimes contradictory. This paper aims to contribute to the establishment of structural relations
involved with the hemolytic and adjuvant activities of triterpenic saponins by the analysis of the
different groups linked to aglycone, with the use of multivariate statistical techniques. For this, we
had twenty triterpenic saponins previously isolated from Aesculus hippocastanum, Dolichos lablab.
and Glycine max species. Their adjuvant and hemolytic activities are available in the literature. These
saponins were analyzed as groups linked to the triterpenic ring and biological activities resulting
in an array of date that was submitted to cluster analysis and principal components analysis. The
results confirm the importance of sugars in C-3 for hemolytic activity. However, the effect caused
by the presence of a hydroxyl in C-16, CH,0OH in C-17, acetyl in C-22 and acyl in C-21 on the
hemolytic activity seems to be more important. On the other way, the presence of a hydroxyl in
C-21, a methyl in C-17 and two sugars linked to aglycone seem determinant for adjuvant activity.
Moreover, there is an inverse relationship between adjuvant and hemolytic activities in the set of
saponins analyzed.

Keywords: Saponins, structure-activity relationship, adjuvant activity, hemolytic activity, cluster
analysis, principal components analysis.

INTRODUCAO

Dentre os metabolitos secundarios produzidos
pelos vegetais, as saponinas constituem uma das classes
de maior destaque devido a sua ampla distribuicdo no
reino vegetal e suas importantes atividades bioldgicas
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(Schenkel et al., 2003). Com o surgimento de novas
geracgdes de vacinas, principalmente aquelas baseadas em
proteinas recombinantes e DNA, que s&o menos reativas
e imunogénicas se comparadas as vacinas tradicionais, 0
potencial imunoadjuvante e hemolitico desses compostos
tem chamado a atenc¢do (O’Hagan et al., 2001).
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Alguns pesquisadores reconhecem a possibilidade
da atividade imunoadjuvante estar relacionada com o
tamanho e a natureza das cadeias laterais osidicas (Kensil
et al, 1992), contudo, as evidéncias experimentais a
esse respeito ainda sdo insuficientes. Além disso, muitas
informacdes relacionadas a atividade imunoadjuvante se
referem especificamente as saponinas de Quillaja ou seus
derivados semi-sintéticos (Soltysik et al., 1995; Kensil et
al., 1996), os quais, embora apresentem uma excelente
atividade imunoadjuvante, sdo estruturalmente diferentes
de outras saponinas com atividade imunoadjuvante
descrita.

Vaérios trabalhos foram realizados na busca
de saponinas com alta capacidade imunogénica e baixa
capacidade hemolitica (Estrada et al., 2000; Sun et al.,
2005; Fleck et al., 2006; Sun, 2006; Sun & Pan, 2006).
Contudo, em nenhum desses trabalhos é exposta uma
relagdo estrutura-atividade clara para esta classe de
compostos, 0 que se deve, principalmente, a auséncia de
trabalhos envolvendo a sistematizacdo das informacGes
disponiveis.

Aanalise de componentes principais é um método
estatistico de analise multivariada que permite estabelecer
correlacOes entre as diversas variaveis que fazem parte de
uma matriz complexa, propiciando o estabelecimento de
relagdes entre as mesmas que, de outro modo, permanecem
ocultas. Ja a analise de agrupamentos ou de cluster, que
também faz parte da analise multivariada, permite agrupar
objetos heterogéneos segundo determinadas caracteristicas,
de modo a construir classes distintas, mas de elevada
homogeneidade interna (Hair et al., 2005).

O presente trabalho visa contribuir no
estabelecimento das relagdes estruturais envolvidas com
as atividades imunoadjuvante e hemolitica de saponinas
triterpénicas, mediante uma analise dos diferentes
grupamentos ligados & aglicona via técnicas estatisticas
multivariadas.

MATERIAIS E METODOS
Sele¢do das saponinas

Foram selecionadas vinte saponinas de estrutura
triterpénica do conjunto de saponinas estudadas por Oda et
al. (2000), isoladas das espécies Aesculus hippocastanum
L. (castanha-da-india), Dolichos lablab L. (lablab) e
Glycine max L. (soja).

Avaliag¢do dos grupamentos substituintes e atividades
biol6gicas

Foram avaliados os substituintes ¢ os aglicares
ligados a aglicona nas posi¢cdes C-3, C-4, C-16, C-17,
C-21, C-22, C-28, utilizando o sistema de codificagdo
por variaveis binarias (1 indica presenga ¢ 0 auséncia
de determinado grupamento substituinte ou aglicar na

aglicona). Os resultados referentes as atividades imuno-
adjuvante e hemolitica das saponinas foram extraidos
do estudo realizado por Oda et al. (2000) e expressas
pelo Titulo de Hemaglutinagdo Passiva (PHA) e pela
Concentragdo Hemolitica 50% (CH50%), respectivamente.
Estas varidveis numéricas foram transformadas segundo
uma escala de 0,5 a 4,5, para PHA, ¢ de 0,5 a 2 para
CH50%.

Anélise de agrupamentos

O procedimento hierdrquico aglomerativo
utilizado foi o de ligacdo individual e as medidas utilizadas
foram do tipo correlacionadas (correlagdo dos coeficientes
de distancia). O niimero de agrupamentos extraidos foi
direcionado pela diferenca entre o nivel de similaridade do
novo agrupamento formado a cada passo do procedimento
hierarquico, em relagdo ao anterior. Foram realizadas
anélises da matriz de origem e da matriz transposta, na
presenca de atividades biologicas (PHA ¢ CH50%) e na
auséncia destas.

Anélise de componentes principais

O nGmero de componentes extraidos foi
determinado mediante o critério da raiz latente. Para isso
foram considerados significativos apenas os componentes
com raizes latentes ou autovalores maiores que a unidade
(Hair et al., 2005). Foram realizadas analises da matriz de
origem e da matriz transposta, na presenca de atividades
biologicas (PHA e CH50%) e na auséncia destas, assim
como na andlise de agrupamentos.

Todas as andlises estatisticas aplicadas neste
trabalho foram realizadas com o auxilio do programa
estatistico Minitab 14® (Minitab Inc., 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Sele¢do das saponinas

O efeito hemolitico das saponinas é fortemente
influenciado pela natureza polar dos substituintes ligados a
aglicona (Voutquenne et al., 2002), da mesma forma que a
atividade imunoadjuvante (Soltysik et al., 1995; Kensil et
al., 1996), criando um universo amplo de possiveis relagdes
estrutura-atividade. Por esse motivo, no presente trabalho
foram selecionadas 20 saponinas triterpénicas pentaciclicas
(Tabela 1) derivadas de acido oleanodlico, sojassapogendis
A e B, hederagenina, protoaescigenina e barringtogenol
C, com as mesmas configuragdes em C-3, C-4, C-8,
C-10, C-14, C-17 e C-20. Estas saponinas pertencem
aos grupos das sojassaponinas, dos lablabosideos e das
escinas, isoladas de G. max, D. lablab e A. hippocastanum,
respectivamente.

O grupo selecionado visou incluir saponinas com
atividade hemolitica e imunoadjuvante, com atividade
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Tabela 1. Representacdo estrutural das saponinas triterpénicas derivadas de (A) G. max (B) D. lablab e (C) A. hippocastanum.

Estrutura Saponina (Abreviagéo) R, R, R,
Sojassapogenol A OH H H
(SYOL-A)
Sojassapogenol B H H H
(SYOL - B)
Sojassaponina | H H -AcGlc-Gal-Rha
(SYA-1)
Sojassaponina Il H H -AcGlc—Ara—Rha
(SYA-2)
Sojassaponina Ill H H -AcGle-Gal
(SYA-3)
Deidrosojassaponina | H Fxx -AcGlc-Gal-Rha
(DHSYA)
Sojassapogenol A OH H H
(SYOL-A)
A Sojassapogenol B H H H
(SYOL - B)
Lablabosideo A H Glc #
(LBL-A)
Lablabosideo B OH Gle #
(LBL-B)
Lablabosideo C OH -Glc—Rha #
(LBL-C)
Lablabosideo D OH -Gle-Hmg #
(LBL-D)
Lablabosideo E OH - Glc-Rha—Rha #
(LBL-E)
Lablabosideo F H -Glc—Rha—Rha #
(LBL - F)
Escina la Tig OH Gle
(ESC - 1A)
Escina Ib Ang OH Gle
(ESC - 1B)
Escina lla Tig OH Xyl
(ESC -2A)
Escina Ilb Ang OH Xyl
(ESC - 2B)
Escina Illa Tig H Glc
(ESC - 3A)
Escina Illb Ang H Gle
C Tig (ESC - 3B)

*** Deidrossojassaponina | apresenta uma carbonila no carbono 22 e portanto néo apresenta substituinte em R_;

# auséncia de R,.

Monémeros presentes na cadeia de agucares: Acido Glicurdnico (AcGlc), Arabinose (Ara), Glicose (Glc), Galactose (Gal), Ramnose (Rha) e Xilose

(XyDy

Grupamentos acila presentes: 3-hidroxi-3-metilglutaroil (Hmg), Angeloil (Ang) e Tigloil (Tig).
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Tabela 2. Grupamentos substituintes e abreviagdes das varidveis
utilizadas na andlise estrutural das saponinas triterpénicas.

suLbzfi?:J i(f;‘;o Grupamento substituinte Abreviagdo
Hidroxila (OH) C3-OH
Gal (1 — 2) AcGlc - C3-a
Rha(1 — 2)Gal (1 — 2) AcGlc - C3-b
Rha(1 — 2)Ara(l — 2) AcGlc - C3-c
Carbono 3 (C-3)
Gal(1 — 2)Rha(1 — 2)AcGlc - C3-d
Gle(1 — 2)Gal( 1— 2)AcGlc - C3-¢
Gle(1 — 4)AcGle(2 — 1)Xyl - C3-f
Gle(1 — 4)AcGle(2 — 1)Gle - C3-g
Uma metila (CH,) C4-met
Carbono 4 (C-4) Duas metilas (CH,) C4-2met
CH,0H C4-metox
Carbono 16 (C-16) Hidroxila (OH) C16-OH
Metila (CH,) C17-met
Carbono 17 (C-17) CH,OH C17-metox
COO-ligado a um agucar C17-carbose
Hidroxila (OH) C21-OH
Carbono 21 (C-21) Tigloil C21-tig
Angeloil C21-ang
Hidroxila (OH) C22-OH
Acetil (OCOCH3) C22-carbmet
Carbono 22 (C-22)
Carbonila C22-carb
Gle(l — 3)Ara - C22-a
Hidroxila (OH) C28-OH
Gle - C28-a
Carbono 28 (C-28) Rha(1l — 4)Gle - C28-b
Hmg(1 — 6)Glc - C28-c
Rha(1 — 4)Rha(1 — 2)Glc - C28-d

hemolitica e sem atividade imunoadjuvante e vice-versa,
e aquelas que ndo apresentam nenhuma dessas atividades.
A centralizac8o sobre um mesmo trabalho como fonte de
dados experimentais (Oda et al., 2000) permite comparar,
de forma inequivoca, atividades imunoadjuvante e
hemolitica determinadas por uma mesma metodologia,
evitando, dessa maneira, introduzir viés nas analises.

Avaliagdo dos grupamentos substituintes e atividades
bioldgicas

Os grupamentos substituintes associados as
saponinas selecionadas encontram-se discriminados na
Tabela 2. A cada grupo foi conferido o mesmo grau de
importancia visando eliminar qualquer tendéncia subjetiva
nas analises posteriores.

A transformagdo das varidveis numéricas em
escalas especificas evita distor¢des causadas pela analise
conjunta, em uma mesma matriz de dados, das variaveis
binarias e daquelas numéricas, originalmente relatadas por
Oda et al. (2000) para PHA ¢ CH50%. Dessa forma, os

resultados das codificagdes dos diferentes grupamentos
substituintes e das atividades bioldgicas geram uma matriz
de dados (Tabela 3), utilizada nas analises posteriores.

Andlise de agrupamentos

A principal caracteristica da andlise de
agrupamentos é a sistematizacdo das relagdes entre
grupamentos substituintes e as atividades biologicas PHA
e CH50%, fazendo com que cada agrupamento reina
caracteristicas similares, agregando aspectos estruturais
segundo a magnitude das atividades imunoadjuvante
e hemolitica relatadas para cada saponina. Na figura 1
observam-se os diferentes dendrogramas obtidos a partir
da andlise de agrupamentos da matriz de origem (analise
dos grupamentos substituintes) e da matriz transposta
(andlise das saponinas).

A matriz de origem corresponde aos dados
representados na Tabela 3. Ja a matriz transposta permite
transformar as saponinas (originalmente ocupando as
linhas) em variaveis da matriz, ao mesmo tempo em que
0s substituintes, que originalmente ocupavam as colunas,
passam a constituir as linhas ou as observacdes da matriz.

A distingdo entre as estruturas das saponinas
selecionadas pode ser evidenciada melhor se
desconsiderarmos inicialmente as atividades bioldgicas
PHA e CH50%, o que resulta na formacdo de quatro
agrupamentos distintos (Figura 1A). O primeiro
agrupamento (saponinas de G. max) € composto por trés
subpopulac@es: a primeira inclui as agliconas SYOL-A
e SYOL-B, a segunda as saponinas monodesmosidicas
SYA-A, SYA-B e SYA-C, e a terceira as saponinas
bidesmosidicas SYA-Al e SYA-A2. Observa-se que a
saponina DHSYA constitui um agrupamento proprio
(terceiro agrupamento), fato que reflete suas caracteristicas
estruturais exclusivas, como a carbonila em C-22, que a
diferencia das demais saponinas de soja. Os lablabosideos
que compdem o segundo agrupamento se distribuem em
duas subpopulagdes: a primeira inclui LBL-A e LBL-F, que
apresentam duas metilas em C-4, ¢ a segunda ¢ composta
pelos demais lablabosideos, que apresentam uma metila e
um CH,OH em C-4. O quarto agrupamento compreende
as saponinas de A. hippocastanum, que se distribuem em
duas subpopulagdes: a primeira inclui ESC-3A e ESC-
3B, que apresentam duas metilas em C-4, ¢ a segunda as
demais escinas, que apresentam uma metila e um CH,OH
em C-4.

Pode-se afirmar que o modelo adotado permite
discriminar as saponinas segundo a espécie vegetal de
origem. As diferentes subpopulacdes de lablabosideos e
escinas sdo definidas dentro de um mesmo agrupamento
em virtude dos substituintes em C-4, o que ndo ocorre
nas sojassaponinas, onde as diferentes subpopulac@es séo
determinadas pelo nimero de cadeias de agtcares ligados a
aglicona, ja que possuem o mesmo substituinte em C-4. A
posicdo do ponto de bifurcacdo que liga uma subpopulagédo
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a outra em um mesmo agrupamento &, geralmente,
determinada pela semelhanga entre os agticares ligados a
aglicona.

A inser¢do das atividades bioldgicas PHA e
CH50% introduzem alteragdes claras no dendrograma
(Figura 1B) demonstrando a influéncia de ambas variaveis
no contexto geral das relagBes estruturais observadas na
figura 1A. O agrupamento 1G discrimina as saponinas
segundo uma alta capacidade imunoadjuvante e escassa
capacidade hemolitica. A subpopulagdo formada pelas
agliconas SYOL-A e SYOL-B fica segregada em fungdo
da sua baixa capacidade imunoadjuvante e hemolitica. A
auséncia de atividade hemolitica para saponinas derivadas
dos sojassapogendis A, B ¢ F foi relatada previamente
(Gestetner et al., 1971; Oda et al., 2000; Voutquenne
et al., 2002) e coincide com a estrutura observada no
dendrograma. A auséncia de atividade hemolitica em
saponinas de soja, tanto mono- quanto bidesmosidicas,
sugere que a natureza ¢ o nimero de aguicares presentes nas
cadeias glicosidicas estdo subordinados as caracteristicas
estruturais da aglicona. As saponinas que apresentam um
potencial imunoadjuvante moderado passam a compor o
segundo agrupamento (2G), enquanto o terceiro (3G) é
composto por saponinas que apresentam elevado potencial
hemolitico e baixo potencial imunoadjuvante.

Embora as saponinas monodesmosidicas
glicosiladas em C-3 sejam frequentemente associadas
a uma maior atividade hemolitica, se comparadas as
bidesmosidicas com glicosilagdo em C-3 e¢ C-28 (Hase
et al., 1981; Voutquenne et al., 2002), isso ndo coincide
com a fraca capacidade hemolitica constatada para as
saponinas do agrupamento 1G, que sdo em sua maioria
monodesmosidicas glicosiladas em C-3. Isso reforca a
influéncia decisiva da aglicona sobre a atividade hemolitica.
Essa contradicdo aparente entre a natureza mono- e
bidesmosidica e a capacidade hemolitica das saponinas
também foi relatada entre os derivados da hederaginina
(Voutquenne et al., 2002). Nesse caso, enquanto a-hederina
e sapindosideo B sdo saponinas monodesmosidicas,
com glicosilacdo em C-3 e apresentam forte capacidade
hemolitica, a arginina C, uma saponina bidesmosidica com
agucares em C-3 e C-28, também se mostra fortemente
hemolitica.

A capacidade do modelo em agrupar seletivamente
os diferentes grupamentos substituintes ligados a aglicona foi
primeiramente analisada desconsiderando as atividades PHA
e CH50% (Figura 1C). E possivel identificar quatro
agrupamentos distintos. As varidveis comuns as saponinas
de G. max, excetuando a DHSYA, formam o primeiro
agrupamento (1G). Nesse distinguem-se os subs-tituintes
C17-met, C22-OH e C21-OH, C22-a, que sdo comuns
as saponinas mono- e bidesmosidicas de soja, res-
pectivamente. Entre C4-met ¢ C4-metox observa-se uma
similaridade de 100%, uma vez que ambas variaveis
sdo dependentes. As variaveis C3-d ¢ C22-carb, que sdo
exclusivas de DHSYA e compdem o segundo agrupamento
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(2G), também apresentam uma similaridade de 100%.
Os substituintes préprios dos lablabosideos compdem
o agrupamento 3G, no qual se destacam C3-b ¢ CI17-
carbose, ja que esses substituintes estdo presentes em
todos os derivados de D. lablab. Os demais substituintes
de 3G correspondem a diversos aglicares que, ao
serem diferentes entre as saponinas que compdem esse
agrupamento, apresentam menor similaridade. Ja o quarto
agrupamento (4G) ¢ composto por substituintes comuns as
escinas, como C16-OH, C17-metox, C22-carbmet ¢ C28-
OH, que por estarem presentes em todos os derivados de
A. hippocastanum, apresentam uma similaridade de 100%.
Com isso fica comprovada a capacidade do modelo de
associar substituintes de acordo com o tipo de saponina
selecionada.

A introdu¢do das variaveis PHA e CH50%
(Figura 1D) gera pequenas alteracdes no dendrograma
se comparado ao anterior (Figura 1C). Observa-se que
a variavel PHA esta integrada ao agrupamento 1G, que
inclui substituintes comuns as saponinas de G. max, como
C22-a, C21-OH e C3-e, refletindo a maior capacidade
imunoadjuvante dessas saponinas. A variavel CH50% esta
associada ao grupamento 4G, que contém substituintes
proprios das escinas, em especial, C16-OH, C17-metox,
C22-carbmet ¢ C28-OH, refletindo a maior capacidade
hemolitica dessas saponinas. Os agrupamentos 2G e
3G retinem substituintes de saponinas que apresentam,
majoritariamente, moderada atividade imunoadjuvante e
baixa atividade hemolitica.

Anélise de componentes principais

Pelo critério da raiz latente, para a analise das
saponinas foram extraidos quatro componentes (Figura 2A
e 2B) e para a analise dos substituintes foram extraidos
onze (Figura 2C e 2D). Esses valores ndo se alteraram apos
a introdu¢@o de PHA ¢ CH50% nas analises, indicando que
as magnitudes de escala adotadas para ambas as atividades
possuem peso similar as varidveis binarias. Ao mesmo
tempo, a invariabilidade no nimero de componentes
extraidos indica que a escala utilizada na adequacdo das
variaveis numéricas foi suficientemente sensivel, sem
provocar distor¢des no sistema.

Os resultados da andlise de componentes
principais das saponinas e dos substituintes encontram-se
representados na Figura 3.

A capacidade do modelo de correlacionar os
diferentes substituintes de acordo com o tipo de saponina
de origem foi, novamente, avaliada desconsiderando em
um primeiro momento as atividades biologicas PHA e
CH50%. Na auséncia de atividades biologicas (Figura 3A)
observa-se uma forte correlagdo entre ESC-3A e ESC-3B
(quadrante c) atribuida & presenga comum de duas metilas
em C-4. Esta caracteristica ndo se repete nas demais
escinas, que apresentam uma metila e um CH,OH em C-4,
dando origem a correlagdo observada no quadrante d. De
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modo similar, LBL-A e LBL-F apresentam duas metilas
em C-4 e por isso aparecem fortemente correlacionadas no
quadrante a, segregados dos demais lablabosideos (LBL-B,
LBL-C, LBL-D ¢ LBL-E) que apresentam um CH,OH
¢ uma metila em C-4 ¢ que se agregam no quadrante
b. Uma forte correlacdo entre as saponinas derivadas
de G. max pode ser observada no quadrante d, as quais
tém em comum um CH,OH e uma metila em C-4. Esses
resultados coincidem com os obtidos mediante analise de
agrupamentos, onde as diferentes subpopulacdes dentro
de um mesmo agrupamento também sdo determinadas
pelos substituintes em C-4, assim como as correlagdes
observadas nos diferentes quadrantes na analise de
componentes principais. Assim, a capacidade do modelo
de correlacionar os grupamentos substituintes com as
saponinas de origem fica estabelecida.

A introducdo de PHA e¢ CH50% (Figura 3B)
leva a um rearranjo nas observagdes (saponinas), onde as
escinas, que sdo fortemente hemoliticas, estdo segregadas
das saponinas de D. lablab e G. max, que sdo desprovidas
de atividade hemolitica, mas que apresentam atividade
imunoadjuvante. Contudo, a sobreposi¢ao de vetores neste
caso impede o estabelecimento de resultados conclusivos.

Na analise dos grupamentos substituintes (Figura
3C),adistribui¢ao dos vetores engloba os quatro quadrantes.
As variaveis comuns aos lablabosideos, as escinas e as
sojassaponinas estdo fortemente correlacionadas nos
quadrantes b, ¢ ¢ d, respectivamente. Ja a variavel C4-
2met, que se dilui ao longo das estruturas analisadas,
ndo apresenta qualquer correlagdo direta com as demais
variaveis e, portanto, ocupa o quadrante a. As correlaces
observadas coincidem com os resultados anteriormente
obtidos pela anélise de agrupamentos, onde os diferentes
quadrantes ocupados refletem os agrupamentos formados
e 0s desvios de um vetor em relacdo ao outro no mesmo
quadrante, geralmente, correspondem as diferentes
subpopulaces observadas na analise de agrupamentos,
conjuntamente com o nivel de similaridades de uma
variavel em relacdo a outra.

Com a inclusdo das atividades biologicas PHA e
CH50% na analise, ocorre uma inversao quase completa
nos quadrantes (Figura 3D). As variaveis referentes as
escinas, anteriormente localizadas no quadrante ¢ (Figura
3C), passam ao quadrante b, que é oposto ao anterior. Isso
indica que, apés a introducdo das atividades biolégicas, o
primeiro componente passa a se relacionar principalmente
com as caracteristicas comuns as escinas. Os madulos dos
vetores das variaveis C16-OH, C17-metox, C22-carbmet,
e C28-OH sdo elevados e no mesmo sentido do vetor
da variavel CH50%, indicando que a presenga desses
grupamentos estaria relacionada a capacidade hemolitica.
Esta constatagdo € reforcada pela analise de agrupamentos
e pelo estudo realizado por Voutquenne et al. (2002)
segundo o qual a presenga de uma o-hidroxila em C-16,
de uma glicosilagdo em C-3 ¢ de uma carboxila livre em
C-28, seriam determinantes para a atividade hemolitica.

Associado a isso, Hostettmann & Marston (1995), afirmam
que a poliidroxilagdo ou a concentracdo de grupamentos
polares nos anéis D e E promove a atividade hemolitica,
0 que coincide com os resultados obtidos pelos métodos
estatisticos. Por outro lado, os grupamentos C17-met, C3-b
e Cl7-carbose parecem determinantes para a atividade
imunoadjuvante, dada a maior similitude entre esses
vetores e aquele da variavel PHA.

Os substituintes C21-tig e C21-ang exemplificam
saponinas aciladas nessa posi¢cdo. Em ambos os casos, 0
modulo dos respectivos vetores é discreto e no mesmo
sentido da variavel CH50% (figura 3D), indicando que a
presenga do grupamento acilaem C-21 favorece a atividade
hemolitica das saponinas, conforme anteriormente relatado
na literatura (Matsuda et al., 1997).

O sentido oposto, em quase 180°, dos vetores
que expressam PHA e CHS50%, sugere a existéncia
de uma forte relacdo de oposicdo entre as atividades
imunoadjuvante e hemolitica, contradizendo a literatura,
segundo a qual as atividades imunoadjuvante e hemolitica
seriam independentes (Oda et al., 2000). Essa concluséo se
origina, sobretudo, do comportamento da saponina QS-21
de Quillaja saponaria, que apresenta elevada capacidade
imunoadjuvante e hemolitica, concomitantemente.
Contudo, este fato, em um ambito geral, parece excecdo,
visto que a tendéncia observada indica a existéncia de uma
relacdo de oposicao entre ambas as atividades.

A capacidade imunoadjuvante das saponinas
parece estar relacionada a presenga dos substituintes C22-a,
C21-OH e C3-e, no caso da analise de agrupamentos, ¢
a presenga de C17-met, C3-b ¢ C17-carbose, no caso da
anélise de componentes principais. A associacdo dessas
informagodes sugere que o nimero de agucares ligados a
aglicona seria relevante para a atividade imunoadjuvante
assim como anteriormente relatado por Oda et al. (2003)
para as saponinas de soja, sendo que as bidesmosidicas
teriam uma maior atividade imunoadjuvante se comparadas
as monodesmosidicas. Contudo, a compara¢do entre as
saponinas monodesmosidicas SYA-1, SYA-2 e¢ SYA-3
de G. max e as saponinas bidesmosidicas de D. lablab,
mostra que as primeiras possuem, em sua maioria,
uma maior capacidade imunoadjuvante embora sejam
monodesmosidicas. Neste caso, a presenga de C17-
met nas sojassaponinas, mas que esta ausente nos
lablabosideos, surge como fator de diferenciacdo. Este
fato sugere que o numero de agtcares ligados a aglicona
esta subordinado as caracteristicas estruturais da aglicona
e provavelmente exerce um papel secundario sobre a
atividade imunoadjuvante, assim como anteriormente
observado para a atividade hemolitica.

Ha certo paralelismo, no caso da atividade
imunoadjuvante, com o papel inespecifico desempenhado
pelo numero, natureza e grau de ramificagdo das cadeias
de acucares na atividade hemolitica. Enquanto que as
saikossaponinas possuem atividade hemolitica e essa
atividade foi associada ao niimero de agucares da cadeia
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Figura 1. Dendrogramas das saponinas e grupamentos substituintes na auséncia (A e C) de atividades bioldgicas e na presenga (B e
D) de PHA e CH50%.
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glicosidica (Abe et al., 1978), o aumento e a ramificag@o
da cadeia levam & perda dessa atividade em saponinas
derivadas da hederagenina (Voutquenne et al., 2002).

CONCLUSOES

De um modo geral pode-se constatar que a
atividade imunoadjuvante das saponinas é favorecida
pela presenca de uma hidroxila em C-21, de uma metila
em C-17 e pela presenga de dois agucares ou cadeia de
acucares ligados a aglicona, que parecem exercer um papel
secundario. No que tange & atividade hemolitica, esta é
promovida acentuadamente pela presenca de hidroxila em
C-16, CH,0H em C-17, acetila em C-22 e um grupamento
acila em C-21. Além disso, observa-se a existéncia de
uma relacdo de oposi¢do entre as atividades imunoadjuvante e
hemolitica para as saponinas analisadas.

Embora algumas relagBes estruturais relacionadas
as atividades hemolitica e imunoadjuvante foram confirmadas
aplicando ferramentas estatisticas e podem ser consideradas
estabelecidas, o panorama geral permanece ainda incerto em
varios aspectos. Possivelmente, uma abordagem especifica,
focada em agliconas estruturalmente relacionadas possa levar a
resultados ainda mais tangiveis e inequivocos.
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