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RESUMO

A lectina de mucuna de carogco (Dioclea grandiflora Mart.)

foi isolada por extracao a pH 5,0 (tampao acetato 0,1 M) e pu
rificada por precipitagao com sulfato de amdonio (entre 50 e
70% de saturag¢ao), seguida de cromatografia de afinidade em co

luna de Sephadex G-50. A atividade da lectina mostrou-se depen

dente de Ca2+ e Mn2+.

Quando o Extrato Total a pH 5,0 foi precipitado com sul
fato de aménio, verificou-se que cerca de 79% da atividade he
maglutinante concentrou-se na fracao que precipita entre 50 e
70% de saturagao. Quando esta fracdo foi aplicada em uma colu
na de Sephadex G-50, toda a atividade hemaglutinante ficou re
tida (PIII), sendo liberada por eluigdo a pH acido (tampao gli
cina-HCl1 pH 3,0) . Resultado semelhante foi obtido quando uma

solucao de glicose foi utilizada em lugar do tampdo.

A lectina de Dioclea grandiflora, gquando tratada com

SDS e beta mercaptoetanol e submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS, apresentou 3 subunidades com pesos mo
leculares da ordem de 8-9.000, 13-14.000 e 25-26.000 daltons.
A lectina mostrou-se como um sistema associante dependente de
PH, guando submetida a cromatografia em coluna de Biogel P-100,
apresentando pesos moleculares aparentes variando de 12.000
(pH 2,0) a 2 70.000 (pH 10,0) . Estes valores de peso molecular
foram muito baixos guando comparados aqueles obtidos por equi
librio de sedimentacao, sugerindo assim a existéncia de uma

possivel interagao com o gel e um consequente atrazo nos volu

mes de eluigao.

Como a lectina de Dioclea grandiflora possui a proprie '

dade de interagir com Sephadex, foi investigada a possivel re

lagao entre o estado de associagao e a afinidade por polidex

xXiv



tranas, atraves de cromatografias de afinidade em colunas de
Sephadex G-50 a diferentes valores de pH. Verificou-se que a
interacdo lectina-Sephadex & fortemente influenciada pelo pH
do meio, sugerindo uma dependéncia da atividade em relagao a

estrutura.

A lectina & inibida por glicose, manose e frutose, nao
contém carboidratos na sua estrutura, tem uma composigéo de
aminoacidos que se caracteriza pela auséncia de cisteina e
baixo teor de metionina e apresenta um valor de E%im de 12;0

a 280 nm quando dissolvida em NaCl 0,15 M.



ABSTRACT

The lectin of Dioclea grandiflora, Mart. was isolated
by extraction at pH 5,0 (acetate buffer 0,1M) and purified by
ammonium sulphate precipitation (between 50-70% saturation)
followed by affinity chromatography on a Sephadex G-50 column.

The lectin requires ca®t and Mn®" for its activity.

When the Full Extract at pH 5,0 was precipitated by
ammonium sulphate, 79% of the hemaglutinating activity was
recovered in the fraction that precipitates between 50% and
70% saturation. When the referred fraction was applied on a

Sephadex G-50 column, all the hemagglutinating activity was

retained (PIII), and furtherly released by elution with an
acidic buffer (glycine-HCl buffer pH 3.0). Similar result was
obtained when a solution of glucose was used instead of

glycine buffer pH 3.0.

The lectin of Dioclea grandiflora, treated with SDS

and beta-mercaptoethanol and submited to polyacrilamide gel
electrophoresis with SDS exhibited 3 subunits with molecular
weights of 25-26,000, 13-14,000 and 8-9,000 daltons. The
lectin was shown to be an associating system which is
dependent on pH, when submited to Biogel P-100 chromatography,
presenting apparent molecular weights from 12,000 (pH 2.0) to
2 70,000 daltons (pH 10.0). These molecular weight values are
very much lower than those obtained by sedimentation equili-
brium, suggesting the existence of an interaction with the

gel and a consequent delay of the elution.

Once the Dioclea grandiflorq lectin interacts with

Sephadex a possible relationship between the associated form
and the affinity for polydextrans was investigated using a
Sephadex G-50 affinity column at different pHs. It has been

xvi
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shown that the lectin-Sephadex interaction is strongly
influenced by the pH, suggesting that the lectin activity is

dependent on its structure.

The lectin is inhibited by glucose, mannose and
fructose, does not contain carbohydrates in its structure.
The aminoacid composition is characterized by the absence of
cystein and a low content of methionine. A value for Eiim of
12.0 at 280 nm when the lectin was dissolved in NaCl 0,15 M

was obtained.



1 - INTRODUCAO

Um numero cada vez maior de estudos feitos com lectinas
e a concomitante descoberta de novas propriedades para estas
substancias, dificulta uma definicao precisa e biologicamente

significativa do que seja "lectina".

O nome "lectina" foi originalmente proposto por BOYD e
SHARPLEIGH (1954) para designar substancias de origem vegetal,
capazes de aglutinar hemacias, frequentemente mostrando alta
especificidade de grupo para eritrocitos humanos, como também
para eritrocitos de diferentes espécies animais. Embora o nome
"lectina" seja comumente usado como sinonimo para "fitohemaglu
tinina", tornou-se necessario modificar a definicdo original
para incluir substancias encontradas em outras fontes,como bac

terias, fungos, algas, peixXes e liquens (GOLD & BALDING,1975).

Foi proposto por LIENER (1976a) que o nome "lectina"fos
se usado para designar todas as proteinas que fixam aglcar,com
talvez, uma posterior classificacao como "zoolectinas", "£ito
lectinas" ou "micolectinas", dependendo delas serem de origem
animal, vegetal ou fungica, respectivamente.O autor propds ain
dagque aquelas lectinas que nao aglutinam células mas exibem al
gumas outras propriedades tais como mitogenicidade ou toxicida
de, fossem simplesmente definidas como lectinas mitogénicas ou
lectinas toxicas. Mais recentemente, entretanto, GOLDSTEIN e
colaboradores (1980), definiram lectinas como proteinas ou gli
coproteinas, de origem nao imune, gque fixam aclicar e aglutinam
ou precipitam glicoconjugados. Segundo estes autores, lectinas
devem ainda possuir dois sitios de ligagao para agucar, agluti
nar celulas Vegétais e animais e precipitar polissacaridios,
glicoproteinas ou glicolipidios. Seriam excluidas desta classe
algumas proteinas ligantes de aglcar como enzimas especificas

(glicosidases, glicosiltransferases, glicosilquinase, glicosil



permeases, glicosilpolimerase), proteinas de transporte e hor
mbénios, mesmo que, sob certas condigoes possam agir como lecti
nas. HOREJSI e KOCOUREK (1974), mostraram que lisozima monova
lente, isto &, nao aglutinante, pode ser convertida em hemaglu
tinina multivalente por tratamento com glutaraldeido. Alem des
sas substancias, algumas toxinas que apresentem semelhangas
com as lectinas verdadeiras, mas que possuam apenas um sitio
para ligagao de aglcar, tambem nao deveriam ser chamadas de
lectinas, pois nao aglutinam células nem precipitam glicoconju

gados.

1.1 - Propriedades gerais das lectinas

Os mais diferentes efeitos tém sido observados devido a
interacao da lectina com os agucares da superficie celular. En
tre esses, os mais estudados tém sido a aglutinagao e a estimu

lagdao mitogénica.

Alem da propriedade de aglutinar eritrdcitos, que -deu
origem a sua descoberta, as lectinas aglutinam muitos outros
tipos de ceélulas. O interesse na aglutinacao de celulas por
lectinas tem sido estimulado pela capacidade dessas substég
cias de aglutinar diferentemente células normais e células ma
lignas. Como as lectinas aglutinam mais intensamente celulas
cancerigenas, esta propriedade & utilizada nas pesquisas sobre
O cancer e ainda permite prever uma acao terapeéutica possivel
contra o crescimento de tecidos tumorais (SHARON e LIS, 1974).
Algumas lectinas inclusive, mostram atividade anti-tumoral

(LUTSYK et al., 1977).

GOLDBERG g;gﬁl%-entre outros, mostrou que os extratos
de germe de trigo presumivelmente contendo lectina, aglutinam
mais facilmente as células tumorais do que as celulas normais.
BIDDLE e colaboradores (1970), estudando também a aglutinacao

de celulas tumorais por extratos de germe de trigo, observou



que as mudancas na superficie das células depois da transforma
cdo maligna, envolve modificagOes em certos grupos quimicos
contendo N-acetilglicosamina, parecendo assim aumentar o name
ro de receptores disponiveis ao ataque pela lectina.Observagao
semelhante foi feita por SELA e colaboradores (1970) ,estudando
a agcao da lectina de soja sobre células normais e transforma
das. Ele observou ainda que as mesmas celulas quando normais
s6 eram aglutinadas pela lectina depois de sofrerem tratamento
prévio com tripsina e pronase. Tem sido citado ainda a agluti
nagao de "slime mold" (KAUS, 1977), virus (ORAM et al., 1971),
espermas humanas (GOLD e BALDING, 1975) e mitocOndrias de leve

dura (SCHOUSBOE, 1979) por lectinas.

Algumas lectinas sao capazes de aglutinar também célg
las vegetais. LARKIN (1978) mostrou que as lectinas de Canava-

lia ensiformis, Glycine max, Ricinus comunis e Arachis hypogaea

eram capazes de aglutinar protoplastos de diferentes espeéecies
de plantas. Este efeito também foi encontrado por CHIN e SCOTT
(1979) com as lectinas de Canavalia ensiformis, Phaseolus.vul-

garis e germe de trigo.

O efeito mais dramatico da interacao de lectinas com cé
lulas, no entanto, & seu efeito mitogénico sobre linfocitos.
Esta propriedade tem sido utilizada no estudo das mitoses anor
mais (anomalias cromossomicas), no estudo dos eventos bioguimi
cos da ativagcao dos gens e no estudo dos mecanismos celulares
da imunidade (SHARON & LIS, 1972 e MANEN, 1975).

A lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) foi a  primeira
lectina mitogénica descoberta (NOWELL, 1960). Durante os Tlti
mos tempos, no entanto, o numero de lectinas mitogénicas tem

aumentado consideravelmente. Entre estas podem ser citadas as
lectinas encontradas em outras variedades de Phaseolus vulgaris
(JAFFE et al., 1974), de Lens culinaris (DOWNING, 1968) e em
Canavalia ensiformis (LIS & SHARON, 1981).

Além da agao mitogenica sobre células animais, ha indi



cagao de que as lectinas também agem sobre culturas de tecidos
vegetalis. HOWARD e colaboradores (1977) mostraram que a lecti
na de soja (Glycine max) interage com células de "callus" da

mesma planta, aumentando o numero,. o peso das celulas e a sin

tese de DNA, trés respostas indicativas da acdo mitogénica.
VASIL (1977) entretanto, testando o efeito de trés diferentes
lectinas (soja, PHA e germe de trigo) no crescimento de cultu
ras de tecidos de raizes de soja e tabaco, nao observou nenhum
aumento'significativo no crescimento, exceto no caso da lecti

na de germe de trigo que aumentou o crescimento de "explantes"

de tabaco na presenca de auxinas e citocininas.

1.2 - Toxicidade das lectinas

Lectinas toxicas para células animais sao principalmen

te encontradas nas familias Euphorbiaceae e Leguminoseae (JAFFE,
ni

1969) , mas apenas em alguns casos, seu mecanismo de agao a
vel celular e molecular e conhecido em detalhe. O grau de toxi
cidade varia muito de intensidade de uma lectina para outra. A
dificuldade na comparacgao de seus efeitos advem da diversidade
das preparacOes, onde geralmente o grau de pureza da fracao
nao & conhecido e dos diferentes tipos e ragas‘de animais com
as quais as lectinas sao testadas, incluindo diferencgas de ida
de e estado nutricional e até mesmo das diferentes técnicas em
pregadas nesses estudos (JAFFE, 1969 e LIENER, 1975).

O valor nutritivo e a digestibilidade das proteinas de
leguminosas & aumentado por tratamento térmico prévio, devido
a destruicdo do efeito tdoxico de alguns fatores termolabeis
(LTENER, 1962 e MUELENAERE, 1965) . O baixo valor protéico e a
digestibilidade do material nao tratado foi, por muito tempo,
atribuido a presenca de inibidores de proteases, constituintes
comuns de muitas leguminosas. Estudos recentes, porém, tém re
velado que somente 40% da diminuicao do crescimento de animais

podem ser atribuidos a agao de inibidores de tripsina (LIENER,
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1976) » PUSZTAI, (1972) e PALMER e colaboradores (1973], traba

lhando com Phaseolus vulgaris observaram que, enguanto O con

tetido de inibidores de tripsina aumentava inicialmente na ger
minac3c, o valor nutricional das proteinas, melhorava aprecia
velmente. Como o contelido de aminodcidos dessas proteinas nao
era nutricionalmente muito favoravel (PUSZTAI, 198l), estes T
sultados indicavam que a concentracao do fator toxico nas se
mentes (distintamente dos inibidores de tripsina) era reduzida
gradualmente na germinagdo. Muitos outros autores tambem atri
buiram as lectinas esses efeitos tdxicos (LIENER, 1953;LIENER,
1964; JAFFE, 1975; LIENER, 1976).

Diversos mecanismos tém sido sugeridos para a agao toxi
ca das lectinas. Segundo JAFFE (1969), o efeito toxico das lec
tinas quando ingeridas oralmente, pode ser devido a ligacdo
dessas proteinas em sitios especificos da superficie da parede
intestinal, reduzindo assim a absorcao dos nutrientes totais.
Entretanto, PUSZTAI e colaboradores (PUSZTAI et al, 1979 e
PUSZTAI et al, 1981), estudando os efeitos tOxicos causados em

ratos por sementes de Phaseolus vulgaris L. cv. Processor ob

servaram uma grande perda de nifrogénio na urina e nas fezes,
constituida principalmente de nitrogénio corpdoreo. Essa perda
foi atribuida a alteracoes fisioldgicas de células intestinais
danificadas e a um aumento do catabolismo dos tecidos possivel
mente causado por respostas imunes as lectinas absorvidas. Ou
tras lectinas, como ricina e abrina, encontradas em sementes

de Ricinus comunis e Abrus precatorius respectivamente,mostram

um diferente tipo de toxicidade. Estas lectinas inibem a sinte
se de proteina causando uma modificagdao na subunidade -ribosso
mal 60S. Segundo os autores, esta modificagéo interfere com o
sitio da GTPase impedindo assim a hidr6lise do GTP, necessaria
para a ligagao da subunidade ribossomal 60S ao fator de elonga
cao 2 (OLSNES, et al., 1974; GASPERI-CAMPANI, 1977 e OLSNES &
PIHL, 1978).

Alem dessas lectinas, algumas outras sao citadas como

toxicas. A modecina, lectina encontrada em raiz de Adenia di-




gitata, parece agir por um mecanismo similar a ricina e abrina.
(OLSNES et al.,1978). Foi mostrado, entretanto, que a morte de
animais alimentados com esta lectina vem depois de vomitos e
diarreia sanguinea, tendo como sintomas pOs-morte principalmeg
te necrose e trombose vasculares no reto e intestino grosso, ne
frite aguda e hemorragia no figado (OLSNES et al., 1978). A to
xicidade da lectina de soja foi estudada sob varias condigCes
por LIENER (1953). Comparando a toxicidade da lectina de soja
com a da lectina de Phaseolus vulgaris, estudada por JAFFE
(1949) , o mesmo autor (JAFFE, 1969), notou que esta ultima se
apresenta mais toxica para crescimento de ratos do que a de so

ja. A lectina de Phaseolus vulgaris causa uma rapida perda de

peso e morte, enquanto a de soja permite um crescimento modera

do dos animais experimentais.

Tem sido citadas ainda como lectinas tOxicas a crotina,
extraidas de sementes de Croton tigluim, a curcina de Jatropha
curcas e a robina encontrada em casca de arvore de " Robinia
pseudoacacia (JAFFE, 1969).

As lectinas induzem ainda a degranulacdo de mastocitos
peritoneais de ratos com consequente liberacao de histamina.
Entre essas foram utilizadas a Con A, cujo efeito & melhor es

tudado, as lectinas de germe de trigo, de Ricinus comunis e de

Glicyne max (ENNIS et al., 198l). Igual efeito foi encontrado

em mastOcitos peritoneais de camundongos usando-se a lectina

de Phaseolus vulgaris cv. Processor (SILVA LIMA et al., 1981).

1.3 - Papel na planta

A descoberta da aglutinacao de protoplastos bem como a
agao mitogénica em células de "callus" forneceram indicagdes
de um possivel papel metabolicamente ativo na planta. Este pa
pel nao esta ainda bem definido. E razoavel, no entanto, espe

rar-se que o conhecimento das propriedades biogquimicas das lec



tinas ditem sua fungao bioldgica enddgena. Algumas funcoes
que podem ser deduzidas a partir de algumas propriedades sao
sumarizadas na TABELA 1 (BARONDES, 1981).

Entre as possiveis fungoes das lectinas na planta, seu
envolvimento na interagdo simbiotica bactéria-planta, com con
sequente fixagao de nitrogénio, tem recebido a maior atengdo.
Este possivel envolvimento das lectinas foi primeiro sugerido
por HAMBLIN & KENT (1973). Eles mostraram que bactérias que

nodulam feijao (Phaseolus vulgaris) sao aglutinadas por extra

tos destas sementes, presumivelmente por interagéo com as lec
tinas presentes nestes extratos. Os autores verificaram ainda,
que eritrocitos que podem ser aglutinados pela lectina de fel
jado se ligam as suas raizes. Baseados neste estudo preliminar,
eles postularam a ligagao da bactéria a raiz, por uma intera
gao lectina-bactéria. Posteriormente, BOHLOOL & SCHMIDT (1974),
evidenciaram que a lectina de soja interage especificamente
com aquelas cepas de Rhizobium que se ligam exclusivamente as
raizes de soja (R. japonicum). Utilizando derivados fluores
centes da lectina de soja os autores encontram gue aquelas ce
pas de Rhizobium gue nao nodulam soja nao ligam a lectina fluo
rescente e que a interagao lectina-bactéria era inibida por

haptenos especificos.

Um argumento contra a participagao da lectina de soja
na interagdao especifica de R. japonicum surgiu dos estudos da
distribuicao dessa lectina em tecidos de plantas derivados de
sementes normais (PUEPPKE et al., 1978). Os autores observa
ram que a mais alta taxa de nodulagao em raizes de soja ocor
ria na quarta semana depois da semeadura, época em gue O ni
vel de lectina de soja nas raizes nao era detectavel, indican
do que a participagao da lectina na nodulagao parecia dispen
savel. Entretanto, os autores levantaram a possibilidade que
a lectina nessas raizes em crescimento, mesmo a niveis abaixo
da sensibilidade dos métodos de ensaio, fosse suficientemente

ativa para mediar a interacao do Rhizobium.



TABELA 1 - Propriedades das lectinas e possiveis fungbes bio
logicas (BARONDES, 1981).

Propriedades

Fungoes

1. Ssitios de ligacgoes
especificos
a. Todos do mesmo tipo

b. de tipos diferentes

2. Presenca de mais de um

sitio de ligagdo a car

boidrato na mesma molé

cula.

3. Aglutinacgao

4. Abundancia

5. Nao participacao de

membranas

Reconhecimento da complemen
taridade a receptores de

oligossacarideos.

a. Ligagao cruzada entre gli
coproteinas ou glicolipi
dios em membranas e/ou
em solugles.

b. Alta afinidade de liga
cao a moléeculas ou a su
perficies celulares com

receptores multiplos.

Manutencao da uniao  entre

celulas:

a. Com céelulas identicas
(promovendo adesao,fusao,
etc.

b. Com celulas diferentes
(promovendo simbiose, in

feccao, fagocitose,etc.)

Fungdo mais estrutural que

catalitica.

Liberdade relativa de movi
mento em/ou entre comparti

mentos celulares.
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Muitas outras especulagoOes existem sobre o papel que a
lectina poderia desempenhar na planta. Alguns autores acham
que as lectinas servem de armazenadoras e transportadoras de
carboidratos na planta em desenvolvimento ou simplesmente coO
mo uma proteina de reserva (BOYD, 1963) . CAVADA (1980), estu

dando o comportamento da lectina de Canavalia brasiliensis du

rante a germinacao, observou que as lectinas s3ao mobilizadas
mais tardiamente que as demais proteinas de peso molecular ele
vado, sugerindo que elas nao seriam simples fornecedoras de

aminoacidos.

Alguns pesquisadores estudando lectinas de diferentes
espécies, encontraram muitas semelhancas estruturais entre
elas, sugerindo que, durante a evolugéo, a conservagao dessas
caracteristicas seria essencial para a sobrevivéncia do orga
nismo, evidenciando assim que estas lectinas desempenhariam
importantes fungoes fisioldgicas nas plantas (FORIERS, et al.,
1978; HOWARD et al.,1979; HANKINS et al.,1979). OLIVEIRA (1980)
trabalhando com tres representantes do genero Artocarpus obte
ve resultados parecidos, encontrando ainda diversas proprieda
des quimicas e fisicoquimicas semelhantes e estreito relacio

namento imunoldgico entre todas as lectinas.

1.4 - Isolamento das lectinas

Os efeitos das lectinas contra os mais diversos tipos
de células podem ser inibidos especificamente por aclcares
simples, o que permitiu concluir que a interacao da lectina
com as celulas ocorre por ligagOes especificas a sacaridios
da superficie celular (SHARON & LIS, 1972). Lectinas tambem
fixam mono e oligossacaridios e glicoproteinas, propriedade
esta, usada no isolamento, purificagéo e no estudo da estrutu
ra quimica de polimeros contendo carboidratos (LIS & SHARON,
1973) . Esta propriedade tem levado a um desenvolvimento de no

vas técnicas de cromatografia de afinidade para purificacgdo
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de lectinas. Nesses métodos a lectina e retida em uma coluna
apropriada, preparada a partir de derivado imobilizado do agu

— & - .
car e & posteriormente eluida quer com o agucar especifico

guer por abaixamento do pH do eluente (LIS et al., 1974).

As resinas comerciais como Sephadex e Sepharose sao de
grande utilidade. Algumas lectinas foram purificadas atraveés
de cromatografia de afinidade em gel de dextrana,destacando-se
entre elas a Con A (AGRAWALL & GOLDSTEIN, 1972), as lectinasde
ervilha (ENTLICHER et al., 1970), de lentilha (TICHA et al.,
1970) e a lectina de Canavalia brasiliensis (CAVADA, 1980). Ja

a lectina de Abrus precatorius foi purificada em coluna de Se

pharose (OLSNES et al., 1974). A Sepharose, entretanto, € mais
comumente utilizada, como um meio de imobilizacado de uma gran
de variedade de aglcares ligantes. PER VRETBLAD (1976)utilizou
a'imobilizagéo de N-acetil D-galactosamina e N-acetil D-glico
samina em Sepharose para purificar a lectina de soja e de ger
me de trigo, respectivamente. Outros procedimentos tambéem tém
sido utilizados, entre os quais se destacam o uso de hemacias
integras insolubilizadas por tratamento com N-carboxianidroleu
cina (GALBRAITH & GOLDSTEIN, 1972) e o uso de estromas glutari
zados preparados a partir de hemacias de porco e de homem imo
bilizados em gel de poliacrilamida (BETAIL et al.,1975) ou mis
turados a Sephadex G-25 (OCHCA et al.,1978).

OLIVEIRA (1980), tambem utilizou hemadcias humanas gluta
rizadas numa tentativa de isolar as lectinas presentes em se

mentes de tres representantes do género Artocarpus, porém o

isolamento dessas lectinas requer métodos adicionais, pelo fa
to delas interagirem com outras substancias que tanto podem

ser carboidratos simples como glicoproteinas.

Uma interessante variagao de cromatografia de afinidade
foi usada por BESSLER & GOLDSTEIN (1973). Eles utilizaram a
Con A para isolar lectinas possuindo como residuo terminal a
D-manose pela qual a Con A & especifica.'Estas lectinas glico

protéicas foram retida em uma coluna de Sepharose ligada a



L1
Con A e eluidas com metil-o-D-manopiranosideo.

Entre as lectinas obtidas em estado puro, a Con A, lec

tina de feijdo de porco (Canavalia ensiformis), e a melhor ca

racterizada. A Con A & uma proteina que em pH fisioldgico se
apresenta como um tetramero de subunidades idénticas, cada uma
das quais contendo sitios para ligacao de Ca2+ e Mn2+ e aglca
res entre os quais, glicose, manose e frutose (BITTIGER &
SCHNEBLI, 1976) . KALB e LUSTIG (1968) usando o método de equi
librio de sedimentagao determinaram o peso molecular da Con A,
0 qual era constante entre pH 3,5 e 5,8, provavelmente devidb
ao fato de que a Con A se encontra principalmente na forma de
dimeros e que acima de pH 5,8, o peso molecular aumenta de uma
maneira variada, devido a sua capacidade de formar agregados

de varios tamanhos.

O papel que os Ions metalicos exercem na atividade da
Con A tem sido objeto de consideraveis estudos. O fato da inte
ragao Con A-Sephadex depender da presenca desses ions & certa
mente uma indicacao da importancia dos cations metadlicos diva

lentes para sua interacao com sacaridios (LIENER, 1976).

Uma vez que a Con A pode ser facilmente obtida na forma
homogénea, tem suas caracteristicas quimicas e tridimensionais
definidas e especificidade de ligacdo bastante estudada, ela &
comumente utilizada no estudo do papel dos sacaridios nas su
perficies celulares, em aplicacOes bioldgicas e isolamento de
macromoléculas como polissacaridios e glicoproteinas. Alem dis
so a Con A tambem aplicada no isolamento de virus, de certas
enzimas e de células em culturas de tecidos (BITTIGER & SCHNERLI,
©1976) .

1.5 - Propdsitos da investigacao

As sementes de Dioclea grandiflora tém sido usadas em
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epocas de grande penuria, como um substitutivo para a dieta

humana, fornecendo uma farinha que se presta para o preparo de
pao, bolo e beiju. Esta farinha, no entanto, & toxica sendo ne

cessario um aguecimento prévio antes de seu uso.

Com a finalidade de melhor se conhecer a lectina presen

te em sementes de Dioclea grandiflora Mart., visando uma poste

rior investigagao com relagcao a sua participacdo na toxicidade

dessas sementes, bem como O seu papel na planta, foi feito um

estudo de extragdo, fracionamento e purificagao da mesma. De
posse da lectina pura, foram feitos estudos de caracteriza -
cao parcial atraves de determinagcoes de algumas das suas pPro

priedades guimicas, fisicoguimicas e bioldgicas.



2 - MATERTAIS

2.1 - Sementes

No presente trabalho foram utilizadas sementes de Dio-

clea grandiflora Mart., coletadas no municipio de Maranguape

(Ceara) .

2.2 = Beadentes

Ovalbumina 2x cristalizada (lote n? ¥3872), citocromo
c de coragao de cavalo (lote n? ZZ1804), gama globulina huma
na (lote n? y4024) e gquimiotripsinogénio pancreatico 6x cris
talizado (lote n? AZ2068), da Schwarz/Mann, Orangeburg, New
York.

Albumina sérica bovina (fracdo V, 96-99%, lote 126c -
0199) , ribonuclease A de pancreas bovino 5x cristalizada (lo
te n? 23c-2390, tipo 1-A) e quimiotripsina pancreatica 3x
éristalizada (lote n? 84c-0304), tipo 1) da Sigma Chemical
Co., St. Louis, EUA.

Blue dextran 2000 (lote n® 4474), Sephadex G-50 fina,
particulas de 20-80u (lote n® 0699) e dietilaminoetil Sephadex
A-50 particulas de 40-120u (lote n® 1835) da Pharmacia Uppsala,

Suecia.

Dodecil sulfato de sédio; beta-mercaptoetanol e carboxi

metil-celulose, de E. Merck, Darmstadt, Alemanha.

Acrilamida (lote 31F-0067) e N-N'-metilenobisacrilamida

(lote n? 21F-0257) da Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA.

13
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Dietilaminoetil-celulose (0,84 meq/ml), Nutritional

Biochemical Corporation, EUA.

Biogel P-100 - 100 a 200 mesh de BioRad laboratories,
USA. |

Agar Oxoid de Oxoid limited, London.
Adjuvante completo de Freund de Difco laboratories,USA.

Os demais reagentes foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.



3 - METODOS

3.1 - Preparacdo da Farinha de Mucuna de Carogo

Para a obtengcao de farinha, sementes de mucund de caro
¢o (Dioclea grandiflora Mart.), livres de tegumento, foram re
duzidas a pequenos fragmentos e moidas em moinho de laminas
(Wiley) acoplada com peneira de 40 malhas por polegada linear

(40 mesh) . A farinha assim obtida foi armazenada em frascos

hermeticamente fechados a temperatura ambiente.

3.2 - Analise Elementar

3.2.1 - Determinacao de Umidade

Para a determinacao de umidade, pesa-filtros previamen
te tarados, contendo de 1 a 2g de farinha de mucuna de caroco,
foram colocadas em uma estufa a 110°C durante 24 horas e em
seguida mantidos em um dessecador até atingir a temperatura am
biente. Os pesa-filtros foram pesados e recolocados na estufa
por mais 3 horas, repetindo-se todo o processo até a obtengido
de pesos constantes. O teor de umidade foi calculado pela re
lacao entre o peso perdido por aquecimento e o peso da amos

tra, sendo esse valor expresso em percentagem.

3.2.2 - Determinagao do Nitrogenio Total

O teor de nitrogénio total da farinha de mucunia de ca

15
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rogo foi determinado pelo método de semi-micro Kjeldahl (HILIER,
1948) ., A amostra de 200mg foram adicionados 3 ml de H,S0,
concentrado e 0,5 ml de HgSO4 a 14% e a mistura deixada mine
ralizar até ser obtida uma solugao incolor, que foi diluida
para 100 ml com agua destilada. A 10 ml da solugdo assim obti
da foram adicionados, no destilador do Kjeldahl, 12 ml de
NaOH 50%, 200 mg de zinco em pS e 2 ml de Na,5,0, 20% (BAKER,
1961) . A am6nia liberada foi coletada em 10 ml de acido bori
co a 2% e titulada com HC1 0,1 N.

3.2.3 - Determinagcao de Lipidios Totais

O teor de lipidios totais foi determinado essencialmen
te conforme o descrito por TRIEBOLD (1946) sendo o éter subs
tituido por hexana. Amostras contendo de 2 a 3g de farinha fo
ram pesadas em cartuchos de papel de filtro e os lipidios gei
xados extrair por refluxo em um extrator de Soxhlet com hexa
na normal, por pelo menos 3 horas. ApOs a extracdao o solvente
foi evaporado em banho maria e o teor de lipidios foi calcula
do pela relagdo entre o peso de extrato hexdnico e o peso se

co da amostra e expresso em percentagem.

3.2.4 - Determinacao de Cinzas

Para determinar o teor de cinzas, cadinhos de . porcela
na, previamente tarados, contendo de 1 a 2g de amostra, foram
colocados em uma mufla a 600°C até a incineracdo completa da
materia organica, sendo a seguir mantidos em dessecador ate
atingir a temperatura ambiente. O teor de cinzas foi calcula
do como a relacao entre o peso do residuo e o peso seco da

amostra e expresso em percentagem.
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3.3 - Determinagao de Proteinas

A concentracdo de proteinas nos diversos extratos foi
determinada pelo método do microbiureto (BAILEY, 1967) usan

do-se albumina sérica bovina como padrao.

A absorbancia a 280 nm foi tambem utilizada para deter
minacdo da concentracdo de proteinas nos eluatos de coluna

cromatograficas.

3.4 - Determinacao da Atividade Hemaglutinante

A atividade hemaglutinante foi determinada utilizan
do-se o método descrito por MOREIRA (1975) modificado para o
24 2+

uso de hemacias de coelho e presenca de Ca ¢ Mn~" + Este en
saio foi utilizado para a determinagao da atividade hemagluti

nante em extratos, fragoes protéicas e eluatos de colunas cro

matograficas.

3.5 - Determinacao do pH Otimo de Extracao

A farinha de mucuna de carogo, obtida conforme o  des
crito no item 3.1, foi submetida a extragéo com NaCl 0,15M na
proporcao de 1:40 (peso/volume), sendo o pH ajustado para (e}
valor desejado (2 a 10) com HCl ou NaOH. Apos 4 horas de  ex
tragao com agitacao ocasional, a suspensao foi centrifugada a
15.000 =z g por 20 min & 4°C, em uma centrifuga Sorval, modelo
RC-5 e os sobrenadantes filtrados, desprezando-se os residuos.
O pH dos sobrenadantes foi novamente medido e os mesmos subme

tidos a dosagem de proteina e atividade hemaglutinante.
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3.6 - Fracionamento das Proteinas

3.6.1 — Extragao de Proteinas

Com os resultados obtidos no item 3.5, passou-se a ex

trair a lectina de Dioclea grandiflora a pH 5,0. A farinha

foi submetida a uma extracao exaustiva com tampao acetato 0,1M
pPH 5,0 contendo 0,15M de NaCl, na proporgao de 1:20, conforme
e mostrado na FIGURA 4. O extrato Total apds didlise com agua

por 24 horas foi liofilizado e armazenado para uso posterior.

3.6.2 - Fracionamento do Extrato Total por Precipitagdo Sali

na

Sulfato de ambnio s6lido foi adicionado a aliquotas do
. Extrato Total de modo a atingir diferentes percentagens de sa
turacao (0-50, 50-70 e 70-90) e as misturas foram deixadas em
repouso por uma noite. ApOs centrifugacao a 15.000 x g por 20
min a 4OC, Oos precipitados foram redissolvidos e =~ dializados
exaustivamente contra NaCl 0,15M até a remogdo total do sulfa
to de amonio. Nas fragoes assim obtidas foram feitas determi
nagoes de teor protéico e da atividade hemaglutinante. As fra
g¢oes foram entao dialisadas contra agua destilada,. liofiliza

das e armazenadas em congelador para uso posterior.

2+ : M32+

3.7 - Efeito dos Cations Ca

Amostras de Extrato Total foram dissolvidas em NaCl

0,15M contendo Ca2+ e Mn2+ com as concentragcoes variando de 0

a 20 mM. As solugoes assim obtidas foram testadas para a ati
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vidade hemaglutinante, utilizando-se o método de aglutinacgao

em placas de microtitulagao.

3.8 - Cromatografia de Afinidade em Coluna de Sephadex G-50

Os experimentos de cromatografia de afinidade em colu
na de Sephadex G-50 foram realizados em uma coluna medindo
26,5 x 1,5 cm, preparada segundo DETERMAN (1969). O gel foi
entumescido em agua, por 48 horas, e a coluna montada deixan
do-se o gel sedimentar por gravidade. A coluna equilibrada
com NaCl 1M contendo CaCl2 5 mM e MnCl2 5 mM, foi aplicada a
fragao F5070, dissolvida na mesma solugao. A coluna foi elui
da, inicialmente com a solucdao de equilibrio atée a obtencao
de todo o material nao retido, sendo entdo eluida com tampao
glicina-HCl 0,1M pH 3,0, contendo NaCl 1M, CaCl2 5 mM e MnCl2
5 mM, a um fluxo de 20 ml/h.

A eluicao foi acompanhada ‘através de um sistema LKB
Uvicord II, com registro de absorbancia a 280 nm. Os efluen
tes da coluna foram recolhidos em fragces de 3,6 ml em um co
letor automatico de fragoes LKB Radirac e tiveram as absorbdn
cias determinadas a 280 nm (espectrofotdmetro Beckman DU) e a
atividade hemaglutinante determinada pelo método ja descrito

(item 3.4).

3.9 - Eletroforese Descontinua em Gel de Poliacrilamida ~ com

SDS e Beta-mercaptoetanol

As amostras liofilizadas de Extrato Total, Albumina,
Globulina, fragoes obtidas por precipitacdo com sulfato de
aménio (F050, F5070, F7090), fragbes obtidas por cromatogra
fia de afinidade (PI e PITI), residuo e a farinha total, dis
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solvidas em tampao fosfato 0,1M pH 7,0 contendo 1% de SDS e 1%
de beta-mercaptoetanol, e incubadas a 100°C por 20 minutos, fo
ram submetidas a eletroforese descontinua, seguindo-se a técni
ca descrita por LAEMMLI (1970), adaptada para o uso de placas
medindo 17 x 16,5 cm.

Para preparar as placas foi usado um gel de separagao
de 17,6% de poliacrilamida contendo 0,1% de SDS em tampao tris-
HCl pH 8,8 e um gel espagador de 4% de acrilamida, contendo
0,1% de SDS em tampao tris-HCl1 pH 6,8. '

Aliguotas das amostras (ca. 20 pg de proteina) contendo
azul de bromofenol 'a 0,05% (para vizualizagao da frente de cor
rida) foram aplicadas aos pogos preparados no gel espacador e
submetidas a seguir a uma corrente de 2,2 mA/cm durante 4 ho
ras, utilizando-se uma fonte de corrente continua LKB Multi
phor e tampao tris-glicina 0,04M pH 8,3..A localizacao das ban
das de proteina foi feita com Coomassie Brilliant Blue 0,005%
em metanol:acido acético : agua (4 : 0,7 : 3,3) durante pelo
menos 16 horas e o descoramento com uma solugao de acido aceti

-

¢t 3agis 4 mekanol (1.2 8 & 3;5).

Para o calculo dos pesos moleculares foi feito uma cali
bracao utilizando-se solugOes de 2 mg/ml de gama-globulina,
ovalbumina, albumina sérica bovina, gquimiotripsinogénio, ribo

nuclease e citocromo c.

3.10 - Cromatografia da Fragao PITI em Coluna de DEAE-celulose

A fracao PIII (obtida por cromatografia -de afinidade em
Sephadex G-50) foi submetida a cromatografia de troca idnica
em coluna de DEAE-celulose, preparada segundo PETERSON e SOBER
(1962). O gel foi lavado em funil de Buchner acoplado a uma
bomba de vacuo, com agua, NaOH 0,1M, agua, HC1l 0,1M e agua pa
ra eliminar as particulas finas. A resina foi entao deixada se
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dimentar por gravidade em uma coluna de 14,5 x 1,2 cm e poste
riormente equilibrada com tampdo fosfato de sb0dio e potassio

5 mM, pH 6,8.

A amostra (10 mg em 1 ml) foi aplicada & coluna e elui
da inicialmente com o tampao de equilibrio, seguido de tampao
fosfato 5 mM pH 6,8 com NaCl 1 M. Foram coletadas fracoes de
3,6 ml a um fluxo constante de 30 ml/h. Os sistemas coletor e
analisador usados foram os mesmos descritos no item 3.8.Foram
feitas determinagOes de proteina e atividade hemaglutinante

nas fracoes pelo método descrito anteriormente (Iitem 3.4).

3.11 - Cromatografia da Fracao PIII em Coluna de CM-celulose

Para os experimentos cromatograficos de troca  idnica
em CM-celulose, foi utilizada uma coluna medindo 11,1 x 1,2cm
onde o gel foi sedimentado por gravidade, apos uma lavagem su
cessiva com agua, HCl1l 0,1M, agua, NaOH 0,IM e agua, eliminan
do assim as particulas finas (PETERSON e SOBER 1962).

A coluna foi entdo equilibrada com tampao fosfato de
sddio e potassio 5 mM, pH 6,8 e a amostra (10 mg em 1 ml)apli
cada, sendo eluida inicialmente com o mesmo tampao de equilil
brio, seguido de um gradiente linear de NaCl de 0 a 1 M(200ml),
preparado no tampdo inicial. O fluxo foi mantido em 30 ml/h,
sendo recolhidas fragSes de 3,6 ml, que foram usadas para de

terminagoes de proteina e atividade hemaglutinante.

3.12 - Preparacao de Anti-soro Anti-Extrato Total

A sensibilizagdo primdria de coelho (albino, adulto)

foi feita por via intramuscular com 10 mg de Extrato Total
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dissolvidos em 1 ml de uma mistura de NaCl 1 M mais adjuvante
completo de Freud (l:1). Apds 15 dias foi dado o primeiro re
forco usando-se 10 mg de amostra dissolvidos em 1 ml de NaCl
0,15M e injetados por via subcutanea no dorso do animal. Decor
ridos mais 15 dias, foi dado um segundo reforgo nas mesmas con
dicSes e apds 7 dias foi feita a primeira sangria. Apos coagu
lacdo, o soro foi separado dos elementos solidos ainda presen
tes por centrifugacao e armazenado em congelador (20°C) . Refor
gos e sangrias adicionais foram feitos para a obtengdo da quan
tidade desejada de soro com titulo apropriado de anticorpos. O
soro assim obtido, foi entao, dialisado contra agua, liofiliza
do e armazenado, a frio, (7°C) em frascos hermeticamente fecha

dos.

3.13 - Preparacao de IgG anti-PIII de Dioclea grandiflora

Soro (coelho) anti-PIII foi obtido como ja descrito no

item 3.12, utilizando-se 2 mg de PIII em cada sensibilizagao.

O soro nao dializado, foi utilizado para o isolamento
de IgG, atraves de precipitagao com sulfato de aménio e croma
tografia em DEAE-Sephadex A-50 segundo HARBOE e INGLID (1973)
(FIGURA 1).

Uma coluna de DEAE-Sephadex A-50, medindo 48 x 1,5 cm,
foi preparada conforme instrugOes do fabricante e o gel equili
brado com tampao acetato 0,05M pH 5,0. A fracdo de soro preci
pitada com 40% de saturacao de sulfato de amdnio (a partir de
80 ml de soro) foi aplicada e eluida com o tampdo de equili
brio, a um fluxo de 30 ml/h. Os sistemas coletor e analisador

foram os mesmos usados nas cromatografias anteriores.

3.14 - Imunodifusao

Foi utilizada a técnica de imunodifusdo dupla em gel de
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ANTISORO
+(NH,) ,S0, na proporgao de 25g/100ml
+ repouso por 24 h.
+ centrifugagcao a 15.000 x g,20min,

4°c
v ;
PRECIPITADO SOBRENADANTE
+ 25ml de (NH,),S0, 1,75M (Pesprezadal
centrifugagao 15.000 x g, 20min
! v
SOBRENADANTE PRECIPITADO
(Desprezado) + 25ml1 de NaCl 0,15M

+ dialise

com agua (2 x 24h)

com tampao acetato 0,05M
pH 5,0 (1 x 24h)

com agua(2 x 12h)

com tampao acetato 0,05M
pH 5,0 (1 x 24h)

com agua (2 x 12h)

com T. acetato 0,05M

pH 5,0 (1 x 24h)
Centrifugacao 15.000 x g.

20 min, 4°C

SOBRENADANTE PRECTPTTADO
DEAE-Sephadex A-50 em (Desprezado)
Tampao acetato 0,05M pH 5,0

PICO 1

+ dialise com agua (4 x 12h])

+ liofilizagao

IgG + IgA
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agar desenvolvida por OUCHTERLONY e descrita por CLAUSEN (1969).

Gel de agar a 1% preparado em agua destilada contendo
0,04% de azida sédica, foi diluido 2 vezes em NaCl 1,8% e mon
tado em placas de vidro medindo 8 x 9 cm. Apds a solidificacgao,
foi feito um orificio central e orificios radiais equidistan

tes.

As amostras dissolvidas em NaCl 0,9% na concentracao de
2,0 mg/ml, foram aplicadas nos orificios radiais e deixadas di
fundir em cdmara Umida contra o anti-soro aplicado no orificio
central, por pelo menos 16 horas, de modo a permitir reacoes
de precipitacao. Apdés a formagao dos arcos de precipitacdo, o
gel foi seco sob uma lampada. A placa seca foi entao deixada
imersa em NaCl 0,9% por aproximadamente 16 horas coradas com
Coomassie Brilliant Blue 0,5% por 15 minutos e descoradas com
a mesma solucao descorante usada nos experimentos de eletrofo

rese em gel de poliacrilamida. (item 3.9)

3.15 - Cromatografia da Fracao PIII em Biogel P-100 a Diferen-

tes Valores de pH

Foi utilizada para estes experimentos, uma coluna de
Biogel P-100, medindo 82 x 1,6 cm. O gel foi deixado entumes
cer em agua destilada por pelo menos 24 horas e a coluna monta

da deixando-se o mesmo sedimentar por gravidade.

A coluna foi calibrada com Blue dextran, albumina séri
ca bovina, ovalbumina, quimiotripsina e citocromo ¢, em tampao

tris—-acetato 0,05M pH 8,0 com NaCl 0,1M.

Amostras de PIII (obtidas por cromatografia de afinida
de em coluna de Sephadex G-50) foram cromatografadas a diferen
tes valores de pH, utilizando-se as seguintes solucgoes tam
poes: a) tampao borato 0,05M pH 10; b) tampdo borato 0,05M pH
9,0; c) tampac tris-acetato 0,05M pH 8,0; d) tampdo fosfato
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0,05M pH 6,0; e) tampao acetato 0,05M pH 5,0; f) tampio aceta
to 0,05M pH 4,0 e g) tampdo glicina-HC1 0,05M pH 2,0. Todos os
tampSes continham NaCl 0,1M. A eluigao das amostras foi feita
a um fluxo de 10 ml/h e o efluente recolhido em fragées de 1,7
ml. O sistema de coleta e a determinacao do teor de proteina

das fracGes foram os mesmos ja descritos no item 3.8.

3.16 - Cromatografia da Fracao PIII em Sephadex G-50 a  Dife-

rentes Valores de pH

As amostras de PIII foram dissolvidas em tampOes com di
ferentes valores de pH e aplicadas em uma coluna (26,5x1,5 cm)
de Sephadex G-50 equilibrada previamente com o tampao de elui
cao. A eluigao foi feita inicialmente com o tampao de equilil
brio (68 ml) seguido por tampao glicina-HC1l 0,1M pH 2,5 conten
do NaCl 1M, CaCl2 5mM e MnCl2 5mM. Foram utilizadas as seguin
tes solugOes tampOes: a) tampao borato 0,1M pH 10; b) tampao
borato 0,1M pH 9,0; c) tampao tris-acetato 0,1M pH 8,0; d) tam
pao tris-acetato 0,1M pH 6,0; e) tampdo acetato 0,1M pH 5,0;
f) tampao acetato 0,1M pH 4,0 e g) tampao glicina-HCl 0,1M pH
3,0. Todos os tampoes continham NaCl 1M, CaCl2 5mM e MnCl, 5mM.
Fragoes de 1,7 ml foram coletadas a um fluxo de 21 ml/h.Os sis
temas de coleta e determinacao, do teor de proteina das fra

¢cOoes foram os mesmos ja descritos no item 3.8.

3.17 - Ensaios de Inibicao da Atividade Hemaglutinante por

Aclicares Simples

Para os ensaios de inibigao, amostras de PIII (0,4mg/ml)
em NaCl 0,15M contendo CaCl2 5mM e MnCl2 5mM, foram diluidas
com a mesma solugao, em placas de microtitulacdo com o auxilio

de microdiluidores da mesma maneira ja citada no item 3.4. Em
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seguida foi colocada em cada pogo uma gota (Ca. 25 ul) da solu
cdo 0,1M do aglcar problema, e a mistura deixada em repouso
por 30 min & temperatura ambiente, para permitir a interacao
entre as lectinas e o aglicar. Apds este tempo hemacias de coe
lho a 2%, tambem em NaCl 0,15M, CaCl, 5mM e MnCl, 5mM, foram
adicionadas aos pogcos e as placas incubadas a 37°¢ por 30 minu
tos e a temperatura ambiente por mais 30 min. Os titulos foram

entao determinados com o auxilio do microscopio.

3.18 - Espectro de Absorcao da Fracao PIII

Para determinacao do espectro de absorcao da fracao
PIII, foram feitas solugoes de lectina (0,5mg/ml) em .solugles
tampoes com diferentes valores de pH. Foram utilizadas as se
guintes solugOes tampoes: a) tampao borato 0,1M pH 10; b) tam
pao borato 0,1M pH 9,0; c) tampao tris-acetato 0,1M pH 8,0; d)
tampao fosfato 0,1M pH 7,0; e) tampao tris-acetato 0,1M pH 6,0
f) tampao acetato 0,1M pH 5,0; g) tampdao acetato 0,1M pH 4,0;
h) tampao glicina-HCl1l 0,1M pH 3,0; i) tampao glicina-HC1l 0,1M
PH 2,0. Todos os tampOes continham NaCl 0,15M.

Os espectros foram determinados em um espectrofotdmetro
Varian de duplo feixe com cubetas de quartzo de lcm de caminho
6tico. O teor de proteina das amostras foi calculado pelo meto

do do microbiureto.

3.19 - Composicao Quimica

A determinacao da composicao de aminodcidos foi  feita
pelo método de MOORE et al., (1958). Cisteina e metionina fo
ram determinadas pelo metodo de MOORE (1963) e tirosina e trip

tofano pelo método espectrofotométrico de BENCE e SCHIMIDT
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O teor de aglcar em amostras de PIII (5mg/ml) foi
minado pelo método de DUBOIS (1956).
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4 - RESULTADOS

4.1 - Caracterizacdo da Semente de Dioclea grandiflora Mart.

A semente de Dioclea grandiflora Mart., presente normal

mente em numero de 5 a 7 em vagens longas medindo até 30 x 6cm,
e caracterizada por apresentar uma cor marron, forma arredonda

da, e peso médio de 10g, sendo 90% do peso constituido pela

amendoa (FIGURA 2).

Pelos dados de composicdao minima (TABELA 2) €& observado

gue as améndoas de Dioclea grandiflora sao praticamente despro

vidas de lipidios possuindo um teor de proteina de 26%.

4.2 - Efeito do pH na Extracac da Atividade hemaglutinante de

Dioclea grandiflora Mart.

Os resultados obtidos quando a farinha de Dioclea gran-

flora foi submetida a extracao a diferentes valores de pH sao
apresentados nas TABELA 3 e FIGURA 3, onde podemos observar
uma solubilidade acentuada das proteinas a pH 2 (158 mg/g da
farinha) seguida de um decréscimo, atingindo um minimo a pH 4
(102 mg/g) voltando a subir para alcangar o valor de 186 mg/g
a pH 8 permanecendo praticamente estavel até pH 10. A ativida
de hemaglutinante foi melhor extraida na regiao entre pH 3 e

5, sendo que a maior atividade especifica & obtida a pH 4.

4.3 - Extracao da Lectina a pH 5,0 (Extrato Total)
Apesar de se obter uma maior atividade especifica a pH

28
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TABELA 2 - Composigao minima de sementes de D.grandiflora com

base no peso seco e expressa em percentagem.

Constituinte Teor na amostra
Umidade 9,8

- *
Proteina bruta 26,09
Lipidios 2,69

= x*%
Glicidios 68,38
Cinza 2,84

Nitrogéenio Total X 6,25

**
Obtido por Diferenca


UFC
Caixa de texto


FIGURA 3 - Efeito do pH sobre a extragao das proteinas e ativi
dade hemaglutinante da semente de mucuna.
(0—0) Proteina (mg/g farinha)
(¢—e€) U.H/g farinha
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TABELA 3 - Extragcao das proteinas e atividade hemaglutinante
de semente de Dioclea grandiflora a diferentes valo

res de pH.
Proteina extraida Atividade hemaglutinante
pH : (mg/g de farinha) UH/mg proteina UH/g farinha
(x 103)
2.0 158 ' 18 2,84
3.0 107 309 33,06
4.0 102 461 47,02
5.0 133 352 46,82
6.0 150 154 23,10
7+ 0 168 138 23,18
8.0 186 22 4,09
9.0 176 24 4,22
10.0 173 1 0,17

* e .
Meio de extracao: NaCl 0,15M com pH ajustado com HCl e NaOH
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4 foi escolhido o pH 5, que apresenta a mesma atividade por
grama de farinha, para extragcao devido ao fato de nesse pH o
extrato se apresentar mais limpido. Quando a farinha de mucuna
de caroco foi submetida a extragac com tampao acetato 0,1M pH
5,0 contendo NaCl 0,15M, foi obtido um extrato contendo 129 mg

de proteina por g de farinha e uma atividade especifica de

529 UH/mg.

4.4 - Fracionamento do Extrato Total por Precipitacao com Sul-

fato de Amonio

O Extrato Total obtido por extraggo com tampao acetato
pH 5,0 foi submetido a fracionamento com sulfato de ambnio se
guindo-se o esquema mostrado na FIGURA 4. Os resultados obti
dos sao apresentados na TABELA 4, onde se observa que embora
apenas 46,4% da proteina recuperada seja precipitada entre 50
e 70% de saturagao de sulfato de amdnio, 79% da atividade hema
glutinanteArecuperada e precipitada nesta faixa. Foi notada
uma perda de 35,2% do teor de proteina, o que pode ser explica
do pela dialise a que as fragoes sao submetidas apds a precipi
tagao com sulfato de aménio. A atividade hemaglutinante por ou
tro lado, e 21% mais elevada, o gque nos leva a acreditar na
presenga de algum inibidor de peso molecular baixo, que seria

eliminado por dialise.

SE M22+ sobre a Atividade ~ Hema-

4.5 - Efeito dos Cations Ca

glutinante

O efeito dos cations divalentes anf e Ca2+ sobre a atividade

hemaglutinante foi testado utilizando-se como amostra Extrato
Total a pH 5,0. Os resultados obtidos sdao mostrados na TABELA

5, onde se nota que a atividade maxima & encontrada a 3mM. Foi


UFC
Caixa de texto
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FARINHA

+ Tampdo acetato 0,1M pH 5,0 com
NaCcl 0,15M
4hs de contacto, 25°C

+ centrifugagao 15.000 x g,20min,4OC

{ l

SOBRENADANTE (Extrato Total)

RESIDUO “
(Desprezado) (NH4)ZSO4 g.s.p.50% de satur.
+ repouso por 24 h.
+ centrifugagao 15.000 x g,
20 min, 5°C
{ 3
PRECIPITADO SOBRENADANTE
+ NaCl 0,15M + (NH,) ,SO, g.s.p. a 70%
+ dijlise com NaCl 0,15M,7°C de saturacao
+ repouso por 24 h.
E0/50 : + centrifugacdo 15.000 x
¥ o 20min; -4°¢
= b
SOBRENADANTE PRECIPITADO
+ (NH,),S0, g.s.p. 70 a g3 Na?l Yel2%
90% de saturacfo + dialise c/NaCl
+ repouso por 24 h. 0,15M, 7°C
+Centrifugacdo 15.000 x g, F50/70
20min, 5°C
Y
PRECfEITADO SOBRENADANTE
+ NaCl 0,15M e

+ dialise com NaCl 0,15M,
56

F70/90



TABELA 4 - Teor de proteina e atividade hemaglutlnante no Extrato Total e nas fragoes obtldas pox

precipitagao com sulfato de aménio .

Intervalo de Teor de Proteina Atividade hemaglutinante
saturacgao () mg/g de farinha % de protelna UH/mg de proteina UH/g de farinha © sl
. recuperada - dade recugg
. rada

Extrato Total 98,80 80 7904
F0/50 18,31 28,6 100 1831 19
F50/70 29,70 46,4 256 7603 19,2
F70/90 15,99 24,0 10 160 1,7

g Calculado considerando como 100%

fato de amdnio.

a soma do teor de proteina ou atividade precipitada por sul

33
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TABELA 5 - Efeito dos Citions Ca’’ e Mn®?' na atividade hema
glutinantel

Concentragao final de Atividade hemaglutinante

Ca++ e Mn++ UH/ml

0 20438

1 2048

3 8192

5 4096

{5 N7 2

10 2048

L5 | 2048

20 2048
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observado tambem que a baixas concentracées de cidtions, e visu
alizacdo da aglutinagao era dificil, obtendo-se titulos mais
repetitivos a partir de 5mM. Este valor foi entao escolhido pa

ra os ensaios de hemaglutinagao durante todo o processo de fra

cionamento.

4.6 - Cromatografia de Afinidade da Fragao F50/70 em Coluna de
Sephadex G-50

Os resultados obtidos quando a fracao F50/70 dissolvida
em NaCl 1M contendo CaCl2 5mM e MnCl2 5mM foi submetida a fra
cionamento em uma coluna de Sephadex G-50, previamente equili
brada com a mesma solugao, sao mostrados na FIGURA 5.Foram ob
tidos 3 picos, dois dos quais eluidos com a solugao de equili
brio e um terceiro (PIII) que contém praticamente toda a ativi
dade hemaglutinante (99,8%), eluido com uma solugcao tampao Gli
cina-HC1 0,1M pH 3,0 com NaCl 1M, CaCl2 5mM e MnCl, 5mM.

Resultado semelhante & obtido quando Glicose 0,1M con
tendo NaCl 1M, CaCl, 5mM e MnCl, 5mM, € utilizado em lugar do
tampao Glicina pH 3,0. A eluicao com Glicose, no entanto, traz
problemas pois se a fragdo PIII ndo for dialisada exaustivamen
te, pode restar glicose (um forte inibidor da lectina)no meio,
prejudicando as dosagens de atividade, determinagao de composi

cao quimica e efeitos toxicos.

A fragao PIII ap6s dialise contra agua e liofilizacdo,
foi entao utilizada para experimentos de caracterizagdo de pu
reza e determinagao de algumas propriedades quimicas fisicoquil
micas e biologicas. Os dados referentes a recuperagao e purifi

cagao estao relacionados na TABELA 6.
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TABELA 6 - Total de proteina e atividade hemaglutinante de se

mentes de Dioclea grandiflora recuperadas nos di

versos estdgios de purificacao.

& Purifl
Fracoes Quantidade UH/mg UH Total x 10 cagao
(9) (X)
Farinha 100 8 8,0 i
Extrato Total 9,88 80 72 10
F50/70 2797 256 7,6 32
PIII (Sephadex
G-50) 1,42 768 10,9 96
P2 (Biogel _
1;23 768 9,3 96

P-100)
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4.7 - Cromatografia da Fragcao PIIT em Coluna de DEAE-celulose

A fragdo PIIL, quando aplicada a coluna de DEAE-celulo
se foi eluida com o tampao de partida, em um Gnico pico, nao

havendo proteina retida (FIGURA 6).

4.8 - Cromatografia da Fracao PIII em Coluna de CM-celulose

Diante dos resultados da cromatografia anterior, a fra
cao PIIT foi submetida a cromatografia em coluna de CM-celulo
se com o objetivo de verificar a existéncia de mais de uma fra
cdo. Pela FIGURA 7 podemos observar que apenas 3,6% da protel
na foi eluida com o tampao de partida, sendo que 96,4% da pro
teina ficou retida, sendo eluida em um Gnico pico a uma concen
tracao de NaCl de 0,16M. Ambos os picos apresentaram atividade

hemaglutinante.

4.9 - Imunodifusao Dupla de Ouchterlony

As fragoes, Extrato Total, F70/90, PI e PIII, foram sub
metidas a imunodifusao dupla em gel de agar, utilizando anti-
soro anti-Extrato Total e IgG de coelho monoespecifica anti=

PIIT.

Podemos observar pelos resultados (FIGURA 8B) que a
fragao PIII se mostrou homogénea, dando um Gnico arco de pre
cipitacdo, e que a IgG monoespecifica reconhece apenas uma
Unica fragao no Extrato Total, nao ocorrendo reagao de preci
pitacdo entre as outras fracbes e a IgG monoespecifica. Pode
mos observar ainda,que a fracao do Extrato Total reconhecida
pela IgG da uma reacao de identidade total com o PIII. Quando
o anti-soro anti-Extrato Total foi usado (FIGURA 8A), o Extra
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