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P áq . Parágrafo linha em vez de leia-se 
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DEFINIÇÕES E ABREVIATURAS  

CM-Celulose 	Carboximetil-celulose. 

SP-Sephadex 	Sulfopropil-Sephadex. 

PBS 	Tampão fosfato de sódio e potássio 	0,025M, 

pH 7,4 contendo NaC1 0,15M. 

PHA 	Lectina isolada de Pha~ eatu4S vutgatiz. 

SDS 	Dodecil sulfato de sódio. 

U.H. 	Unidade de hemaglutinação, definida como 	o 

inverso da maior diluição de uma dada solu-

ção, ainda capaz de aglutinar uma suspensão 

de hemácias a 2% em PBS. 

U.H./mg 	Valor em unidades de hemaglutinação de uma 

solução contendo lmg/ml de proteína, através 

do qual se expressa a atividade 	especifica 

de hemaglutinação. 

Coeficiente de extinção de uma solução 	a 

1% em uma célula de lcm de caminho ótico. 

Primeira fração ativa (PM 97.000 daltons) cia 

cromatografia em Sephadex G-100 das globuli-

nas de jaca mole. 

Segunda fração ativa (PM 59.700 daltons) da 

cromatografia em Sephadex G-100 das globuli-

nas de jaca mole. 

GI 	Fração protéica obtida por eluição com PBS 

das globulinas de jaca mole em cromatografia 

de afinidade em coluna de estromas de hemá-

cias humanas AB(+). 

GII 
	 Fração protéica obtida por eluição com água 

destilada das globulinas de jaca mole em cro 
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matografia de afinidade em coluna de estro- 

mas de hemãcias humanas AB(+). 

GIII 	Fração protéica obtida por eluição com tam- 

pão glicina-HC1 0,2M pH 2,6, das globulinas 

de jaca mole em cromatografia de 	afinidade 

em coluna de estromas de hemácias 	humanas 

AB (+) . 

ISPSGII 	Fração obtida por cromatografia da 	fração 

GII em coluna de SP-Sephadex C-50 com o tam-

pão de equilíbrio. 

2SPSGII 	Fração obtida da cromatografia em coluna de 

SP-Sephadex C-50 da fração GII, com o auxi-

lio de um gradiente salino. 

XII 



RESUMO 

Estudos de isolamento das lectinas presentes na fra 

ção globulinica de sementes de Antoacvxpuó integhiiot a L. 

var. mole foram conduzidos através de cromatografia de afi- 

nidade em estroinas de hemâcias humanas, tendo as 	lectinas 

isoladas sido parcialmente caracterizadas por eletroforese 

em gel de poliacrilamida, imunoeletroforese em gel de agaro 

se, determinação do espectro de absorção e ensaios de ativi 

dade hemaglutinante contra diversos tipos de hemácias, 	e 

de inibição por açúcares simples. 

As frações ativas isoladas (GII e GIII) 	revelaram 

pequenas diferenças em ensaios de atividade hemaglutinante, 

com hemácias humanas do sistema ABO. Em ensaios de ativida- 

de 'contra hemãcias de diferentes animais, essas 	frações 

aglutinaram sangue de rato, camundongo, pato e coelho, ten-

do no entanto, sido incapazes de aglutinar sangue de gali- 

nha. Os valores de Ei~
m 
da globulina e das frações GII 	e 

GIII a 280 nm, foram de 17,9, 33,5 e 15,0, respectivamente. 

A presença de contaminantes de natureza protéica na 

fração GII foi detectada por cromatografia de exclusão mole 

cular. A existência de mais de uma lectina nessa fração foi 

verificada por cromatografia de troca fónica, tendo uma des 

sas lectinas (2SPSGII) sido obtida na forma pura. 

A semelhança observada entre os arcos de precipita 

ção de frações ativas em experimentos de imunoeletroforese, 

associada ao fato de que as duas subunidades (pesos molecu. 

lares 11.000 dalton3 e 16.000 daltons) , características 	da 

lectina 2SPSGII, foram encontradas nas frações GII e GIII, 

indicam a ocorrência na fração globulinica de uma família 

de isolectinas. 
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ABSTRACT 

Lectins from the globulin fraction of AAtoecenpuz 

integn íÇoZia L. var. mole seeds were isolated by affinity 

chromatography on column of erythrocyte stroma from human 

group AB (+) . The two active fractions obtained, GII and 

GIII, presented slight differences when they were tested 

with human erythrocytes of the ABO system. They also 

agglutinated red blood cells from mice, rat, rabbit and 

duck, but were not able to agglutinate erythrocytes from 
0 

chicken. The Elcm  values at 280 nm of globulin, GII and 

GIII fractions were 17.9, 33.5 and 15.0, respectively. The 

GII fraction when chromatographed on SP-Sephadex C-50 gave 

two active fractions (1SPSGII and 2SPSGII). One of these 

fractions, 2SPS GII, was obtained in pure form as showed by 

SDS electrophoresis in the presence of S-mercaptoethanol 

and immunoelectrophoresis in agarose gel. All the lectins 

studied, when subjected to SDS electrophoresis in the 

presence of .-mercaptoethanol, presented two bands with 

molecular mass of 11.000 and 16.000, suggesting the 

occurrence of a family of isolectins in the globulin 

fraction. 
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1 - INTRODUÇÃO  

1.1 - Considerações Gerais  

Lectinas são proteínas que se caracterizam por apre 

sentarem a capacidade -de se ligar a carboidratos presentes 

nas superfícies de estruturas celulares de diferentes orga-

nismos vivos (LIS & SHARON, 1973). A conseqüência mais im-

portante da interação das lectinas com açúcares é, sem dúvi 

da, a habilidade que têm essas proteínas de interagirem com 

diferentes tipos de células, produzindo efeitos variados co 

mo a aglutinação de eritrócitos, a indução de mitose 	em 

linfócitos e outros tipos de células, a inibição de cresci-

mento de tecidos cancerosos, a interação com polissacarí-

dios e glicoproteinas em solução ou imobilizada em estrutu- 

ras rígidas e a interação com glicolipídios associados 	à 

membrana de lipossomos, entre outros (DOWNING et al., 1968; 

BOLDT et al., 1977,   DWYER et al., 1974; HOWARD et al.., 1977; 

IOACHIM, 1966; KAUSS, 1977; LIS et al., 1974; LIS & SHARON, 

1973; SHARON, 1977; SHARON 	LIS, 1972; SARKANY & CARON, 

1966; SOUTHWORTH, 1975; WATSON et al., 1974). 

A importância pratica que as propriedades biológi-

cas das lectinas assume em vários campos da atividade cien- 

tífica justifica o crescente interesse que elas 	despertam 

em pesquisadores de diferentes areas como imunologia, bio-

química, fisiologia vegetal e biologia molecular. 

1.2 - Revisão Histórica  

As lectinas são conhecidas desde o século passado, 

quando Stillmarck em 1889, estudando os efeitos tóxicos de 

1 
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sementes de RL cinu.6 c ommunL6 , descobriu que a ricina, extra 

to protéico dessas sementes, produzia a aglutinação 	de 

eritrácitos humanos (BOYD, 1963). Posteriormente, 	Ehrlich 

em 1891, trabalhando com a ricina e com o extrato protéico 

de Abh.u4 pjteeatoh í.ud , abrina, demonstrou que uma dose subcu 

tãnea de ricina correspondendo a uma concentração 200 vezes 

maior do que a dose letal podia ser tolerada por camundon-

gos aos quais fossem administradas doses do extrato tóxico 

cujas concentrações aumentassem gradualmente ao longo de um 

determinado período de tempo. Além disso, mostrou que o so-

ro de animais imunizados contra a ricina era capaz de neu-

tralizar a ricina, porém não neutralizava a abrina e vice-

-versa (SHARON & LIS, 1972; TOMS & WESTERN, 1971).. 

Até 1947, essas aglutininas vegetais ou fitohemaglu 

tininas, como são ainda conhecidas as lectinas de origem ve 

getal, eram apenas ocasionalmente citadas, por se presumir 

que eram inespecíficas. Atribui-se a Boyd ã descoberta, em 

1945, da existência de lectinas específicas para grupos san 

guíneos humanos, mas apenas alguns anos mais tarde, 	em 

1949, Boyd e Reguera mostraram a existência de uma lectina 

anti-A em sementes de Phadeo1u4 £'unatud (ALLEN & BRILLIANTINE, 

1969), fato que ocorreu um ano após a descoberta 	por 

Renkonen de que L otttd tetAag onot o bu.a tinha uma lectina espe 

cifica para o grupo O (SHARON, 1977) . A partir de então es-

sas proteínas passaram a ser objeto de estudos sistemãticos 

com o objetivo de se descobrir hemaglutininas que pudessem 

ser utilizadas na tipagem de grupos sanguíneos e no estudo 

da estrutura química de substancias dos grupos 	sanguíneos 

(SHARON et al., 1974). 

1.3 - Distribuição e Localização das Lectinas  

A maioria das lectinas até hoje conhecidas foi ex-

traída de vegetais, desde bactérias, algas e fungos até mo-

no e dicotiledõneas, destacando-se entre estas as famílias 
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Legum- noae e Euphonbiaeeae (GOLD & BALDING, 1975) . As lec- 

tinas, no entanto, são também encontradas no reino 	animal 

desde protozoários, equinodermos, crustáceos 	e 	moluscos 

(GOLD & BALDING, 1975) até os vertebrados, incluindo mamífe 

ros (SIMPSON et al., 1978; STOCKERT et al., 1974). 

A localização das lectinas nos organismos em 	que 

ocorrem é bastante diversificada. Nas plantas superiores as 

concentrações mais elevadas são observadas nas 	sementes, 

mas elas são encontradas também nas raízes, látex, tubêrcu 

los, caules e folhas (GOLD & BALDING, 1975); 	.em 	animais 

elas já foram encontradas em diferentes tecidos e órgãos co 

mo músculo, cérebro, fígado e coração (SIMPSON et ai.,1978). 

A maioria das lectinas já estúdadas são 	proteínas 

citoplasmáticas (CLARKE et al., 1975). Bowles e Kauss 	de- 

tectaram atividade hemaglutinante em frações protéicas ex- 

traídas de membrana plasmática, mitocôndria, aparelho 	de 

Golgi e retículo endoplasmático (KAUSS, 1977). No entanto, 

CLARKE et al. (1975) apresentaram evidências de que 	as 

a-lectinas, que interagem especificamente com B-glicosídios, 

têm localização extra-citoplasmática na membrana 	celular, 

paredes celulares e espaços intercelulares. 

1.4 - Composição Química e Características 	Fisicoquimicas  
das Lectinas 

De todas as lectinas obtidas em estado puro e que 

têm a sua composição química conhecida, apenas a concanava-

lina A, a lectina de germe de trigo e a lectina de mucunã 

não contêm carboidratos em suas estruturas (LIS & SHARON, 

1973; MOREIRA, 1982); todas as demais são 	glicoproteínas 

nas quais a composição de açúcar é muito variada, sendo fre 

quente a presença de manose, glicosamina e 	galactose 

(SHARON & LIS, 1972). 

No que diz respeito à composição de aminoácidos, as 

lectinas de um modo geral, apresentam grande heterogeneida- 
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de. As presentes em representantes das leguminosas, 	por 

exemplo, cuja composição revela teores relativamente eleva- 

dos de aminoácidos básicos e hidroxilados, possuem 	teores 

muito reduzidos ou são completamente destituídas de aminoá-

cidos sulfurados (MOREIRA, 1975). Em contraste, as lectinas 

encontradas no germe de trigo (SHARON et al., 1974) e 	em 

ovas de alguns peixes (OLIVEIRA, 1980) possuem alto teor de 

aminoácidos sulfurados. 

Os pesos moleculares variam 	de 	aproximadamente 

25.000 daltons até cerca de 400.000 daltons (SHARON & LIS, 

1972), sendo as lectinas de um modo geral proteínas oligomé 

ricas que resultam da associação de subunidades ou protõme 

ros, identicos ou não, em número de dois, quatro ou oito 

(LIS & SHARON, 1981). Uma decorrência importante desta cons 

tituição oligomérica é a existência de formas moleculares 

múltiplas de lectinas, as isolectinas, que são 	proteínas 

muito similares resultantes de combinações diferentes 	das 

mesmas subunidades ou de subunidades estreitamente relacio-

nadas (LIS & SHARON, 1973; SHARON & LIS, 1972). A ocorrên- 

cia de lectinas apresentando semelhanças estruturais 	foi 

observada em sementes de uma mesma planta (PUEPPKE, 	1979; 

PUSZTAI & WATT, 1974), em variedades diferentes de uma mes-

ma espécie, e mesmo em espécies diferentes de um mesmo gêne 

ro (OLIVEIRA, 1980). 

As isolectinas diferem em suas mobilidades eletrofo 

réticas, sendo a focalização isoelétrica uma técnica 	que 

tem se mostrado muito eficiente no seu fracionamento. (PUSZTAI 

& WATT, 1974). 

Algumas lectinas necessitam de ions divalentes como 

Ca
+2
, Mg

+2 
e Mn+2  para exercerem as suas atividades, apre-

sentando as mesmas, na sua estrutura tridimensional, sítios 

específicos para a ligação desses ions (KAUSS, 1977). 
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1.5 - Propriedades Biológicas das Lectinas 

As lectinas exercem as suas diferentes propriedades 

através de mecanismos ainda não completamente 	elucidados, 

mas que se sabe envolver a participação de resíduos de car- 

boidratos presentes nas estruturas com as quais elas 	in- 

teragem. Segundo LIS & SHARON (1973) a manifestação de efei 

tos biológicos como a aglutinação de hemácias e de células 

cancerosas por lectinas é determinada pela localização 	de 

carboidratos na superfície externa da membrana plasmática, 

e que a interação das lectinas com esses carboidratos resul 

ta, em modificações da arquitetura molecular da membrana ce-

lular, geralmente associada com alterações metabólicas. Noell 

observou que a PHA (a lectina isolada de Phaaea li4 vutgaAi6 ) 

pode produzir alterações na membrana celular de linf6citos 

de modo que substâncias do meio de cultura entram na célu-

la, iniciando o processo de mitose (KOLODNY & HIRSCHHORN, 

1964). A importância da presença de carboidratos nas super-

fícies de estruturas celulares, como mediadores das intera 

ções envolvendo lectinas em diferentes organismos, tem sido 

destacada por diversos autores (BIDDLE et al., 1970; DWYER, 

1974; NORDBRING-HERTZ & MATTIASSON, 1979; WATSON 	et al., 

1974). 

Esse fato é conhecido desde 1936 quando Sumner e 

Howell, depois de constatarem que a aglutinação de eritróci 

tos pela concanavalina A era inibida por açúcar de cana, su 

geriram que a hemaglutinação podia ser uma reação da protel 

na com carboidratos da superfície da célula. 	Em 	1952, 

Watkins e Morgan descobriram que a aglutinação d9 eritróci-

tos provocada por lectinas podia ser inibida pela adição de 

certos açúcares simples. Dois anos mais tarde, estes pesqui 

sadores observaram que a aglutinação de hemácias humanas pe 

la lectina de Pha4 ea.2u4 Zunatu4 era melhor inibida 	por 

N-acetil=galactosamina, sugerindo ser esse açúcar um deter-

minante da especificidade do grupo A. 0 trabalho de Watkins 

e Morgan evidenciando a presença de carboidratos nas super- 
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ficies das células abriu um novo horizonte nas 	pesquisas 

dos constituintes estruturais da membrana celular e contri 

buiu para uma melhor compreensão das propriedades das lecti 

nas (SHARON, 1977) . 

O fenômeno da aglutinação, quer de hemácias humanas, 

quer de hemácias de outros animais, por constituir a ativida-

de mais característica das lectinas, é de um modo geral, sem dúvida, a 

mais explorada, sendo geralmente utilizada como instrumento 

de identificação da presença de lectinas em extratos protéi 

cos de diversas origens (BOYD, 1963; JAFFE, 1969). 

As lectinas apresentam, no entanto, diferenças mar 

cantes quanto ã interação com as hemácias. Por esta razão,. 

BOYD (1963) classificou essas proteínas em tr.-6s grupos dis-

tintos: 

- aglutininas diretas ou completas, lectinas 	capa 

zes de aglutinar eritrócitos quando suspensos em solução sa 

Tina isotônica; 

- aglutininas indiretas ou lectinas incompletas,lec-

tinas incapazes de aglutinar eritrócitos em solução salina, 

mas capazes de promover a aglutinação quando misturados com 

plasma ou determinados meios coloidais. Neste grupo se in-

cluem também as lectinas que aglutinam hemácias previamente 

tratadas com certas enzimas proteolíticas; 

- lectinas não aglutinantes, lectinas que se combi-

nam firmemente com vários tipos de eritrócitos mas não são 

capazes de aglutiná-los. 

As aglutininas, independente do grupo a que perten-

çam, podem ser inespecificas, sendo capazes de aglutinar di 

ferentes tipos de hemácias, ou especificas, aglutinando pre 

ferencialmente determinado grupo sanguíneo. Na tabela 1 são 

relacionadas algumas lectinas específicas para grupos san-

gu ineo s humanos. 

Além de hemácias, as lectinas são capazes de intera 

gir com outros tipos de células como leucócitos (DOWNING et 

al., 1968), protoplastos vegetais (CHIN & SCOTT, 	1979; 
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TABELA 1 - Especificidade de algumas lectinas contra grupos 
sanguíneos humanos. 

Origem 
Grupo 

sanguíneo Referências 

Do.2icho6 bigonuó 	 A 	1,2,4,5 

Pha6 eo2ud Zuna-tuó 	 A 	1,2,4,5 

Lathynu5 6i..eve6tni4 	 A 	1,5 

Cnotatania aegypcia 	 A 	1,4,5 

Vicia cnacca 	 A 	1,2,3,4,5 

Vi cia penegn,ina 	 A 	1,5 

Vi cti a v.Ltt,oz a 	 A 	1,5 

Bandeinaea ,j.mp.2ici6o.2ia 	 B 	2, 3 

Oncoh.hynchu6 t6hawyt4cha 	 B 	6 

Cnotatan.La 6tniata 	 AB 	1, 2, 5 

Sophona japonica 	 AB 	1,2,4,5 

U.2ex eunopeus 	 H(0) 	1,2,3,4,5 

Lotu6 tetnagonotobu4 	 H(0) 	1,2,3,4 

Ibentia amana 	 M 	1,2 

Vicia gnaminea 	 N 	1,2,4,5 

Bauhtin-ía punpunea 	 N 	1,2,4 

1 - BOYD (1 963 ) 

2 - GOLD & BALDING (1975) 

3 - LIENER (1976b) 

4 - SHARON & LIS (.1972) 

5 - TOMS & WESTERN (1971) 

6 - VOSS et al. (1978) 
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LARKIN, 1978) e células cancerosas (BIDDLE et al., 	1970;. 

SHARRON, 1977), sendo neste caso muito úteis na distinção en 

tre essas céluas e células normais, permitindo assim estu-

dos das alterações morfológicas e metabólicas que ocorrem 

em decorrência da transformação maligna. 

A indução de mitose por lectinas, que atuam 	como 

agentes estimuladores da divisão de difereAtes tipos de cé-

lulas (HOWARD et al., 1977; IOACHIM, 1966; SARKANY & CARON, 

1966), é uma propriedade de grande utilidade na investiga- 

ção de eventos bioquímicos envolvidos na divisão 	celular, 

bem como em estudos de estruturas de cromossomos e de fenõ -

menos imunolégicos (SHARON, 1977) . O efeito mitogênico das 

lectinas tem sido observado tanto através de 	experimentos 

in vitro (HOWARD et al., 1977; IOACHIM, 1966) como in vivo  

(SARKANY & CARON, 1966). 

1.6 - Significado Nutricional das Lectinas  

A presença de lectinas em sementes comestíveis 	de 

muitas plantas, notadamente legumes (LIENER, 1976a) , desper 

tou o interesse de vários pesquisadores no sentido de inves 

tigarem o significado nutricional dessas proteínas. 

Embora um grande número de lectinas seja destituído 

de qualquer efeito deletério comprovado, muitas 	lectinas 

exibem atividade tóxica (JAFFE, 1969). 

Em ratos, nos quais foram injetadas lectinas tóxi-

cas, foram observados efeitos como lesões patológicas de di 

versos tipos, edemas em diferentes tecidos, destruição 	de 

células epiteliais, hemorragias e distensão de capilares do 

rim, entre outros (JAFFE, 1969). 

à base de proteínas vegetais, notadamente quando tais prepa 

rações são administradas sem qualquer tratamento que condu- 
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za ã inativação das toxinas presentes como, por exemplo, ex 

posição ao calor úmido por tempo suficiente para desnaturar 

as proteínas ativas, sem no entanto alterar o valor nutriti 

vo dos constituintes protéicos de um modo geral 	(LIENER, 

1974). Como resultado da ingestão de dietas contendo lecti- 

nas tóxicas observa-se uma diminuição da absorção de 	nu- 

trientes, tendo como conseqüência a inibição do crescimento 

e, às vezes, a morte (LIENER, 1975) . De acordo com um meca- 

nismo proposto por JAFFE (1969), a redução na absorção 	de 

nutrientes é devida a interações das lectinas com substãn-

cias da membrana de células da superfície da parede intesti 

nal. PUSZTAI et al. (1981), entretanto, investigando a toxi 

dez de sementes de Phaseotus vutgaAi4 L. •cv Processor em ra 

tos, observou que a maior parte do nitrogênio perdido pelos 

animais em função da ingestão da toxina dessas 	sementes, 

era constituída de nitrogênio corporal cuja perda era atri-

buída a alterações fisiolõgicas de células intestinais dani 

ficadas e a possíveis respostas imunes às lectinas absorvi-

das. 

1.7 - Papel Fisiolõgico das Lectinas nos Organismos 	Onde 
Ocorrem 

	

Existe muita controvérsia quanto ao papel que 	as 

lectinas desempenham nos organismos vegetais, sendo inclusi 

ve encontradas na literatura referências que admitem serem 

as lectinas presentes em cotilédones proteínas de reserva, 

não desempenhando nenhum papel vital para a planta (BOLLINI 

& CHRISPEEL, 19-78; ROUGE, 1974).  

Pelo fato de as interações das lectinas com carboi-

dratos serem análogas á reação antígeno-anticorpo em muitos 

aspectos, sugeriu-se que as fitohemaglutininas poderiam ser 

anticorpos vegetais, mas essa hipõtese tem sido desprezada 

em virtude das diferenças notáveis que existem entre essas 

	

duas classes de proteínas (SHARON, 1977). Entretanto, 	tem 
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sido defendido por alguns pesquisadores o papel não imunoló 

gico de defesa por lectinas de plantas em determinados estã 

gios de seu desenvolvimento, contra o ataque de patógenos 

(LIENER, 1976b; SHARON, 1977). 

A descoberta do paralelismo entre a nodulação 	de 

raizes de muitas plantas que estabelecem simbiose com bacté 

rias do solo e a presença de lectinas em algumas legumino-

sas, levou alguns autores a sugerirem que estas proteínas 

podem desempenhar um importante papel na fixação de nitrogê 

nio em plantas, através da ligação de bactérias às suas ral 

zes. HAMBLIN & KENT (1973), mostraram que a lectina de Pha-

4 eo.Zu4 Vutga/Lis , PHA, é capaz de prender Rh- zo bicam phaz eoZi 

em sítios adequados da raiz, para a infecção da planta por 

essa bactéria. WOLPERT & ALBERSHEIM (1976), trabalhando com 

espécies de RhJzobia e de legumes, demonstraram uma intera 

ção específica entre lipopolissacarídios contendo 	antige- 

no-O de Rhizob-,a e a lectina do legume hospedeiro. Foi as-

sim evidenciado um componente de Rhizo b-.a (lipopolissacarí 

deo) envolvido no processo de seleção simbionte-hospedeiro, 

em apoio ã observação de BOHLOOL & SCHMIDT (1974) de que a 

lectina de soja se liga seletivamente apenas a linhagens de 

R. japonicum capazes de promover nodulação. A especificida-

de da interação simbionte-hospedeiro foi observada também 

por DAZZO & BRILL (1 978) entre a lectina de Tn.í i o Zium nepenz 

e o seu simbionte R. tn,11oZium. A interaçãó de lectinas de 

diferentes espécies de leguminosas com bactérias fixadoras 

de nitrogênio foi descrita também por BHUVANESWARI et al. 

(1977) e WONG (1980), entre outros autores. Por outro lado, 

esse papel das lectinas foi negado por PUEPPKE et al. a978), 

pelo fato de não terem detectado lectina em plantas jovens 

com duas ou três semanas de idade. 

Outras funções fisiológicas têm sido atribuídas às 

lectinas. Alguns autores sugeriram que as lectinas dotadas 

de atividade mitogénica desempenham importante papel no de-

senvolvimento e diferenciação das células WIENER, 1976b) . 

As lectinas são apontadas também como fatores de reconheci- 

mento e estruturas moleculares, sendo capazes de 	detectar 
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diferenças sutis na estrutura química da superfície celular 

como um meio de influenciar e regular uma variedade de fun-

ções fisiológicas noLmais. Deve-se considerar a possibili-

dade de que essas proteínas desempenham algum papel relevan 

te na troca de informações post-ribossomais essenciais 	ao 

crescimento e desenvolvimento ordenados de estruturas celula 

res (ASHWELL, 1977). CLARKE et al. (1975) sugeriram que as 

(.lectinas funcionam como fatores de auto-reconhecimento 	em 

células vegetais, determinando as relações entre células ve 

getativas em tecidos e órgãos. A importância do papel de re 

conhecimento celular por '-lectinas em diferentes processos 

biológicos tem sido enfatizada também por vários outros au- 

tores (LARKIN, 1977;. 	SIMPSON et al., 1978). 

1.8 - Metodologia Empregada no Isolamento e na Purificação  
de Lectinas 

Uma das maiores dificuldades responsáveis pelas im-

precisões e dúvidas a respeito das propriedades das lecti-

nas, reside no fato de muitos estudos realizados com essas 

proteínas terem sido feitos com extratos impuros, em que os 

contaminantes interferiam com as atividades das lectinas ou 

apresentavam propriedades erroneamente atribuïdas às lecti 

nas. Por esta razão, por exemplo, admitiu-se durante muito 

tempo que as atividades tóxica e hemaglutinante do extrato 

protéico da mamona eram produzidas pela mesma 	substância 

(LIENER, 1976a). Do mesmo modo, conhecem-se hoje 	lectinas 

diferentes presentes no mesmo organismo dotadas de ativida 

des biológicas distintas, como atividade hemagluinante 	e 

atividade mìtogénica, por exemplo, que antes se acreditava 

serem exercidas por uma única proteína (PUSZTAI & 	WATT, 

1974) . 

Durante muito tempo, a metodologia empregada na ex-

tração e no isolamento das lectinas baseou-se unicamente nas 

propriedades fisicoquimicas das proteínas. Entre as técni- 
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cas mais utilizadas para esse fim, podemos mencionar a pre-

cipitação fracionada, a cristalização, e os diferentes ti-

pos de cromatografia e troca iõnica e de "filtração em gel 

(BESSLER & GOLDSTEIN, 1973; JAFFE et al., 1974; MOREIRA 	& 

PERRONE, 1977; STOREY & BEEVERS, 1978) . Recentemente, entre 

tanto, técnicas de isolamento por cromatografia de afinida-

de explorando a habilidade das lectinas de reagirem reversi 

velmente com açúcares, estão sendo largamente empregadas em 

estudos de isolamento e purificação dessas proteínas 	(LIS 

et al., 1974). A cromatografia de afinidade, 	isoladamente 

ou em. combinação com métodos convencionais de fracionamento 

(ERSSON, l977; ROUGE _& LASCOMBES, 1973), apresenta 	vanta- 

gens consideráveis sobre as técnicas tradicionais tais como 

rendimento mais elevado e maior grau de pureza (BETAIL et 

al., 1971; FELSTED et al., 1975;'FROST et al., 1975). 

Vários procedimentos são empregados em cromatogra-

fia de afinidade de lectinas, os quais diferem em função da 

especificidade da lectina em estudo. Alguns geis usados em 

cromatografia de exclusão molecular, como Sephadex, Sepharo 

se e Biogel, tam se mostrado muito üteis como matrizes para 

cromatografia de afinidade de algumas lectinas 	(AGRAWAL & 

GOLDSTEIN, 1967; LIS et al., 1974; VOSS et al., 1978). 	Em 

muitos casos, no entanto, o acoplamento de substâncias li-

gantes, incluindo lectinas, como cancanavalina A, por exem-

plo, a matrizes inertes se faz necessário para a ligação de 

certas lectinas (MANEN e MIEGE, 1977; 	.VRETBLAD, 1976). 

HOREJSI & KOCOUREK (1974) descreveram o isolamento de lecti 

nas usando géis de poliacrilamida copolimerizados com vá-

rios glicosidios. Esses géis foram também empregados na se-

paração eletroforética de misturas complexas de lectinas, 

proporcionando dessa maneira a detecção de lectinas de uma 

dada especificidade e permitindo a identificação do tipo de 

açúcar ligante adequado para cromatografia de afinidade em 

escala preparativa. O uso de hemácias íntecrcas submetidas a 

diferentes tratamentos (REITHERMAN et ai., 1974) e de estro 

mas de porco e de homem glutarizados e imobilizados em ma-

trizes inertes constitui também procedimento de grande uti- 
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lidade no isolamento e na purificação de lectinas por croma 

tografia de afinidade (RETAIL et al., 1971) . 

A eluição das lectinas das colunas de cromatografia 

de afinidade é feita através da adição de açúcares inibido-

res, e de modificaçóes estruturais das lectinas produzidas 

por variações de pH e força iõnica, e pela adição de agen-

tes químicos desnaturantes. 

1.9 - Propósitos deste Trabalho  

No presente trabalho foram feitos estudos de isola 

mento e de caracterização parcial de lectinas da fração glo 

bulinica de sementes quiescentes de An o ccv_pus integn.L of ia 

L. var. mole, com o objetivo de contribuir para um melhor 

conhecimento das características fisicoquimicas e biológi-

cas dessa classe de proteínas. Foi feita também uma aborda- 

gem de características estruturais das lectinas 	isoladas, 

através de experimentos de eletroforese em gel de poliacri-

lamida e de imunoeletroforese. 



2 - MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 - Materiais 

2.1.1 - Sementes 

Neste trabalho foram utilizadas sementes quiescen-

tes de Antocahpuó ,.ntegh,LÇoZia L. variedade mole, represen 

tante da família Moraceae, obtidas de frutos maduros coleta 

dos no município de Maranguape-Ce. 

2.1.2 - Sangue 

Amostras de sangue humano do sistema ABO foram obti 

das de doadores sadios em bancos de sangue da cidade de For 

taleza. 

As amostras de sangue dos diferentes animais usadas 

no presente trabalho foram obtidas de espécimes sadios dos 

bioterios da UFC (ratos, camundongos e coelhos) e de cria-

ção doméstica (patos e galinhas) . 

2.1.3 - Outros Materiais 

Albumina serica bovina - Fração V 96-99%, 	lote 

126c- 0199 de Sigma Chemical Co., St Louis, EUA. 

Acrilamida e N-N'-metileno bisacrilamida - Eastman 

Organic Chemicals, Rochester, N.Y., EVA. 

14 
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Sephadex G-100 média (lote n9 5967) e Sephadex G-25 

super fina (lote n9 8662) de Pharmacia, Uppsala, Suécia. 

Carboximetil Celulose - Nutritional Biochemistry,Co. 

EUA. 

Sulfopropil - Sephadex C-50 de Pharmacia, Uppsala, 

Suécia. 

Agarose - Sigma Chemical Co., St Louis, EUA. 

Beta-mercaptoetanol - E. Merck, Darmstadt, Alemanha. 

Acido dietil barbitúrico - Atlãntida Representações 

e Importações Ltda., RJ, Brasil. 

5 -5-Dietil barbiturato de sódio - E. Merck, Darmstadt, 

Alemanha. 

Os demais reagentes utilizados foram de grau anali 

tico e obtidos comercialmente. 

2.2 - Métodos  

2.2.1 - Preparação da Farinha 

Sementes quiescentes livres de tegumento foram cor- 

tadas em pequenos pedaços e desidratadas com acetona 	(na 

proporção de 1:10 peso/volume) por pelo menos três vezes no 

período de um dia. Após remoção da umidade por este trata-

mento, as sementes foram secas ao ar e finalmente tritura-

das em moinho Wiley adaptado com uma tela de 60 malhas por 

polegada linear (60 mesh). A farinha assim obtida foi esto-

cada em recipientes hermeticamente fechados, a temperatura 

ambiente. 
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2.2.2 - Extração de Proteínas 

A farinha preparada pelo procedimento descrito aci-

ma, foi submetida a extração exaustiva (1:20 p/v) com tam- 

pão fosfato de sódio e potássio 0,025M pH 7,4 	contendo 

NaC1 0,15M (P BS) . A extração foi feita inicialmente na rela 

ção 1:10 (p/v) por três horas a temperatura ambiente 	com 

agitação ocasional, seguida de filtração em papel de filtro 

qualitativo. 0 resíduo foi reextraído mais duas vezes por 

30 minutos empregando-se a relação 1:5 (p/v), 	mantendo-se 

constantes as demais condições, e os filtrados reunidos. 

O extrato total assim obtido, após diálise 	contra 

água e liofilização, foi utilizado para determinações poste 

riores. 

2,2.3 - Fracionamento das Proteínas em Albuminas e Globuli-
nas 

O extrato total foi dialisado contra água destila-

da durante um período mínimo de 48 horas a 7°C, utilizando-

-se um volume de água destilada que correspondia a 20 vezes 

o volume do extrato total a ser dialisado, sendo a água tro 

cada 4 vezes ao longo do período acima mencionado, O diali-

sado era então submetido a centrifugação a 16.000 x G por 

20 min a 4°C em uma centrífuga Sorval RC-5, obtendo-se duas 

frações protéicas distintas: as albuminas, 	correspondendo 

ao sobrenadante e as globulinas, que correspondiam ao preci 

pitado. Após liofilização, essas frações eram armazenadas 

em congelador (-17°C), em frascos herméticos. 

2.2.4 - Dosagem de Proteínas 

O conteúdo de proteína nas amostras 	liofilizadas, 
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depois de dissolvidas em PBS, foi determinado pelo 	método 

do micro-biúreto (BAILEY, 1967) usando-se albumina 	sérica 

bovina como padrão. Nos efluentes das colunas de cromatogra 

fia, a concentração de proteína foi medida pela absorbancia 

a 280 nm em um espectro fotômetro Beckmari DU. 

2.2.5 - Ensaio de Hemaglutinação 

A atividade hemaglutinante foi determinada empregan 

do-se o método descrito por MOREIRA (1975) adaptado para o 

uso de placas contendo 8 fileiras de 12 poços e de microdi-

luidores capazes de reter por capilaridade um volume cons-

tante (25 p1) de amostra (Cooke Engineering, EUA) , como de-

talhado a seguir. 

Com uma pipeta apropriada foi colocada em cada poço 

uma gota (25 p1) de PBS. O microdiluidor que continha 	a 

amostra a ser titulada foi então mergulhado no primeiro po-

ço de uma fileira e agitado de modo a se obter uma primei-

ra diluição, e, ao mesmo tempd, a retenção dessa amostra já 

diluída por esse microdiluidor que, operado seqüencialmente 

até.o último poço, levava a uma diluição da amostra em estu 

do. Após diluição de todas as amostras (uma em cada filei-

ra), adicionou-se a cada poço 25 pl de uma suspensão das he 

macias a serem testadas (2% em PBS). As placas foram então 

incubadas em estufa a 37°C por 30 min, e, depois de deixa-

das' em repouso por mais 30 min a temperatura ambiente (25°C) , 

tiveram os títulos determinados visualmente, observando-se 

a maior diluição que ainda apresentava aglutinação. 
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2.2.6 - Cromatografia em Coluna de Troca I6nica 

2.2.6.1 - Cromatografia em coluna de CM-Celulose 

Uma coluna de CM-Celulose medindo 12 x 1,3cm 	foi 

montada segundo PETERSON & SOBER (1962) . O adsorvente 	foi 

inicialmente lavado com água, seguida de HC1 0,1 N, 	água, 

NAOH 0,1 N e água, com o objetivo de se eliminar as particu 

las finas. Em seguida, o adsorvente foi deixado sedimentar 

por gravidade em coluna de vidro, sendo submetido novamente 

a lavagens com HC1 0,1 N, água, NaOH 0,1 N e água e, final 

mente, equilibrado com tampão fosfato de sódio e potássio 

5mM pH 6,8, contendo Uréia 2M. 

Amostras de globulinas liofilizadas foram dissolvi 

das no tampão de equilíbrioe dialisadas contra esse mesmo 

tampão por um período de aproximadamente 20 horas a 7°C. 0 

dialisado foi então centrifugado a 1500 x G durante 5 minu-

tos em centrifuga Janetzki T32c e o sobrenadante aplicado à 

coluna. A eluição das amostras foi feita com o tampão 	de 

equilíbrio, seguido de um gradiente linear de NaC1 de 0 a 

0,5M, preparado a partir do eluente. inicial. Frações 	de 

3,6 ml foram recolhidas a um fluxo de 30 ml/hora utilizan 

do-se um coletor automático LKB. 

2.2.6.2 - Cromatografia em coluna de SP-Sephadex C-50 

Uma coluna de SP-Sephadex C-50 medindo 23,4 x 1,1cm 

foi montada segundo especificado pelo fabricante e equili 

brada com tampão acetato 5 mM, pH 5,0, contendo Urdia 2M. 

Amostras liofilizadas, depois de dissolvidas no tam 

pão de equilíbrio foram aplicadas na coluna e eluídas com 

o mesmo tampão a um fluxo de 20 ml por hora. Após eluição 

das proteínas que não ficavam retidas na coluna, aplicou-se 
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um gradiente linear de NaC1 de 0 a 1,0 M, preparado a par-

tir do tampão de equilíbrio. Frações de 3,6 ml foram reco- 

lhidas utilizando-se um coletor automático LKB a um 	fluxo 

de 20m1/hora. 

2.2.7 - Cromatografia em Coluna de Exclusão Molecular 

Uma coluna de Sephadex G-100 foi montada de acordo 

com as instruções do fabricante. O gel foi embebido em água 

por 72 horas a temperatura ambiente com agitações ocasio-

nais e, depois de desprezadas as partículas finas, deixado 

sedimentar livremente em uma coluna de vidro de 2,5cm 	de 

diâmetro até alcançar uma altura'de 40cm, sendo em seguida 

equilibrado com tampão borato de sódio 0,O1M, pH 10, conten 

do NaCl 1%. A determinação do volume de exclusão (Vo) 	foi 

feita usando-se azul de dextrana (20mg por 3m1) no 	mesmo 

tampão, contendo 10% de sacarose. 

As amostras dissolvidas no tampão de equilíbrio, fo 

ram centrifugadas a 1500 x G e as sobrenadantes 	aplicados 

na coluna e eluídos com o mesmo tampão. Frações de 3,6m1 fo 

ram recolhidas em um coletor automático LKB a um fluxo de 

20m1/hora. 

Os pesos moleculares das frações obtidas foram esti 

mados recorrendo-se à fórmula de DETERMANN e MICHEL (1966): 

log M = 5,941 - 0,84'7 (Ve/Vo) 

onde M: peso molecular 

Ve: vol. de eluição 

Vo: vol. de exclusão 
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2.2.8 - Cromatografia de Afinidade 

Uma coluna de 24,4 x 1,7cm foi montada de 	acordo 

com o procedimento de OCHOA & KRISTIANSEN (1978), modifica-

do para o uso de hemácias humanas. Os estromas de hemácias 

do grupo AB(+), empregados como suporte da coluna, foram 

obtidos baseando-se na técnica de AVRAMEAS et al. (1977) e 

descrita a seguir. 

Os eritr6citos foram inicialmente lavados 3 vezes 

com PBS e lisados com água destilada obedecendo a relação 

eritrócito : água 1 :10 (v/v) . Essa suspensão- foi então cen-

trifugada (16.000 x G por 20 min a 4°C, em centrifuga Sor-

vai RC-5) e o precipitado lavado exaustivamente com uma so-

lução hipotônica de NaC1 0,2%. Ao precipitado da última la-

vagem, o qual se apresentou pastoso, adicionou-se quantida-

de correspondente a 1:10 do seu volume, de tampão acetato 

2M pH 5 e a seguir, glutaraldeido 2,5% na proporção 	4:1 

(precipitado + tampão acetato :glutaraldeído) e deixado em 

repouso por 3 horas a temperatura ambiente. O derivado inso 

lúvel assim obtido foi então lavado exaustivamente por cen-

trifugações sucessivas com PBS, incubado por toda a noite 

em congelador (-17°C) com tampão glicina-HC1 0,2M, pH 2,6, 

para neutralizar os grupos aldeídicos livres, e depois, la-

vado novamente por 3 vezes com PBS, e guardado no congela-

dor. 

O suporte da coluna foi preparado homogeneizando-se 

em "potter" a preparação obtida acima. O homogenato foi en-

tão misturado com Sephadex G-25 superfino na proporção 1:10 

(proteína de estroma:Sephadex) e'a mistura deixada sedimen 

tar em coluna de vidro. Alcançando o whme desejado, a coluna foi 

lavada com PBS, seguida de água destilada e tampão glicina-HC1 	0,2M 

pH 2,6, com pelo menos 4 vezes o volume da coluna para cada solu-

ção, e, no final, equilibrada com PBS. Esse ciclo de lava-

gem era repetido antes da aplicaçãõ das amostras, que foram 

dissolvidas no mesmo tampão de equilíbrio e eluídas seqüen-

cialmente com PBS, água destilada e tampão glicina-HC1 0,2M 
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pH 2,6. Frações de 3,6 ml foram coletadas automaticamente a 

um fluxo de 24m1/hora. Após determinações de proteína e da 

atividade hemaglutinante, as diversas frações foram dialisa 

das, liofilizadas e armazenadas em congelador (-17°C) 	até 

uso posterior. 

2.2.9 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS e Be-
ta-mercaptoetanol 

Experimentos de eletroforese em gel de poliacrilami 

da contendo SDS foram realizados de acordo com o método de-

senvolvido por WEBER & OSBORN (1969). 

Amostras liofilizadas de"extrato total, globulinas 

e frações obtidas a partir de diferentes tratamentos croma- 

tograficos foram dissolvidas em tampão fosfato de 	sódio 

0,O1M pH 7,0, contendo 2% de SDS e 1% de beta-mercaptoeta-

nol e incubadas a 100°C por 10 min. A seguir, foram adicio-

nados a cada amostra azul de bromofenol 0,05% e.sacarose pa 

ra uma concentração final de 20% (p/v). Aliquotas de 20 a 

50 pl das amostras encerrando cerca de 0,2 a lmg foram apli 

cadas às colunas de gel e submetidas a uma corrente 	de 

7 mA/coluna durante 4 horas. A localização das bandas 	de 

proteínas foi feita usando-se Coomassie Brilliant Blue 	a 

0,005% em metanol: ácido acético : água (5:1:5) por cerca de 

16 horas e o excesso de corante retirado com uma solução de 

ácido acético 7%. 

As determinações de peso molecular foram feitas se-

gundo XAVIER FILHO e MOREIRA (1978). 

2.2.10 - Imunoeletroforese em Gel de Agaxose 

Os experimentos de imunoeletroforese foram feitos 

seguindo-se a técnica descrita por. CLAUSEN (1969), utilizan 
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do-se agarose a 1% com azida sódica a 0,02% em tampão Vero 

nal 0,075M pH 8,6, contendo lactato de cálcio 0,08%. Nestes 

experimentos foram usados placas do gel de agarose montadas 

em lãminas de microscópio, contendo dois poços, aos quais 

foram adicionados 7 p1 do antígeno, separados por uma cana- 

leta central, que era preenchida por anti-soro depois 	da 

corrida eletroforética. 

A eletroforese foi desenvolvida durante 3 horas com 

tensão constante de 7 volts/cm. Após a corrida o anti-soro 

foi posto na canaleta e deixado difundir. Estabelecidos os 

arcos de precipitação, o material solúvel foi removido por 

imersão das placas em solução salina 0,9% durante pelo me-

nos 48 horas, seguida de lavagem com água destilada por 1 

hora, após o que as placas foram postas para secar em estu-

fa a 37°C. A revelação foi feita por coloração em Ponceau 

S 10% em ácido acético 2%, e o excesso de corante retirado 

com uma solução de ácido acético.  7%, seguida de 	coloração 

com Verde Brilhante (0,1% em ácido acétido 1M : acetato 	de 

sadio 0,1M : glicerol na proporção 4, 5 :4, 5 :1) . 

0 anti-soro preparado segundo método descrito por 

OLIVEIRA (1980), foi usado na concentração de 50mg/m1 	em 

NaC1 0,15M. 

2.2.11 - Espectro de Absorção 

Os espectros de absorção das globulinas e das fra-

ções ativas da cromatografia de afinidade foram determina-

dos em um" espectrofotõmetro Varian de duplo-feixo, usando-

-se cubetas de quartzo de lcm de caminho ótico. As soluções 

foram preparadas dissolvendo-se as amostras liofilizadas em 

NaC1 0,15M. As determinações de proteïnas das amostras fo-

ram feitas pelo método do micro biureto (BAILEY, 1967). 
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2.2.12 - Ensaio de Inibição da Atividade Hemaglutinante com 
Açúcares 

Ensaios de inibição da atividade hemaglutinante por 

açúcares simples foram feitos adaptando-se o uso dos micro-

diluidores referidos anteriormente, como descrito a seguir. 

As amostras foram diluídas da mesma maneira que no 

ensaio normal de atividade hemaglutinante em placas, descri 

to anteriormente. Em seguida, procedeu-se as' diluições das 

soluções de açúcares nas placas contendo as amostras de pro 

teinas, com orientação ortogonal à direção da seqüência das 

diluições dessas amostras, de modo que um grande número de 

combinações de valores discritos de diluições de proteínas 

e açúcares, variando de duas vezes a concentração 	inicial 

de cada um deles até diluições da ordem de 4.096 e 256 ve-

zes para proteínas e açúcares, respectivamente, foram obti-

das (CAVADA, 1980) . 

Depois de feitas as diluições das proteínas e das 

soluções de açúcares, as placas foram deixadas em repouso 

por uma hora, a temperatura de 25°C, para permitir a intera 

ção entre as lectinas e os açúcares. Em seguida, foram adi- 

cionados a cada poço 25 p1 de uma suspensão a 2% de 	hemã- 

cias AB(+), e as placas foram incubadas em estufa a 	37°C 

por 30 minutos, deixadas em repouso por mais 30 minutos 	a 

temperatura ambiente, e os títulos determinados visualmente. 



3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO  

3.1 - Descrição da semente 

As sementes de jaca mole apresentam um peso médio de 

5,2g, sendo 97,1% de amêndoa, com um teor de umidade de ate 

85% da sua massa, e os restantes 2,9% compreendendo dois te 

gumentos, um externo, branco, preso frouxamente a um outro, 

de cor castanha, intimamente ligado à amêndoa. 

Os dados referentes à composição mínima dessa semen 

te são apresentados na tabela 2. 

3.2 - Extração e Fracionamento por Diálise das Proteínas  

0 estudo das proteínas e das atividades hemagluti-

nantes da semente de jaca mole obedeceu ao esquema mostra-

do na figura 1, usando-se PBS como solução extratora. Dados 

relativos ao teor de proteína e a atividade hemaglutinante 

do extrato total e das frações albumina e globulina 	sao 

apresentados na tabela 3. 

A partir dos resultados obtidos, foi verificado que 

a fração globulinica representa apenas 10% do total de pro-

teínas extraídas e detém uma percentagem muito pequena, 2,2%, 

de atividade hemaglutinante exibida pelo extrato total. 

24 
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TABELA 2 - Composição minima de sementes de Aptoca pu4 finte 
gnigotí.a L. var. mole determinada com base 	nõ 
peso seco e expressa em percentagem. 

Constituintes 	 (%) 

Umidade 	 até 85 

Proteína bruta* 	 7,15 

Lipidios 	 3,8 

Glicidios** 	 87,75 

Cinzas 	 3,3 

* Nitrogénio total x 6,25 

** Obtido por diferença 
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FIGURA 1 - Esquema geral de obtenção das globulinas de jaca 
mole a partir da farinha delipidada. 
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TABELA 3 - Teor de proteína e atividade hemaglutinante con-
tra hemãcias AB(+) de extrato.total, albumina e 
globulinas de Mtoawpua fntegn£Çotía L. var. mole, 
expressos em mg de proteína/g de farinha e unida 
de de hemaglutinação /g de farinha. 

Proteína (mg/g) Atividade Hemaglutinante 
_ 	(U.H./g) (10 3) 

(X ± d) 	(X ± b) 

Extrato total 70,39 ± 	8,57 207,13 ± 	45,0 

Albumina 36,77 ± 	7,90 90,74 ± 9,57 

Globulina 7,38 ± 	0,21 4,59 ± 2,02 
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3.3 - Cromatografia das Globulinas em Coluna de CM-Celulose  

A cromatografia das globulinas de jaca mole em CM-

-Celulose a pH 6,8 apresentou dois picos de proteínas, am-

bos dotados de atividade hemaglutinante (figura 2) . O pri-

meiro pico, correspondendo às proteínas eluidas com o tam-

pão de partida, continha a maior parte da proteína aplicada 

e a sua atividade específica, quando medida do ponto 	que 

apresentou maior título de hemaglutinação, foi muito baixa 

(910 U.H./mg) quando comparada ã do segundo pico 	(8982 

U.H./mg). Este segundo pico, continha apenas 13,7% do total 

de proteína aplicada e foi eluído com uma concentração mui-

to baixa de NaCl (0,05M) . 

Apesar de tornar possível a obteftção de um pico com 

atividade específica elevada, a cromatografia em CM-Celulo- 

se não se mostrou um método conveniente para o 	isolamento 

das lectinas da fração globulinica de jaca mole, uma 	vez 

que não foi capaz de separar satisfatoriamente as proteínas 

dotadas de atividade hemaglutinante. A presença de ativida-

de no primeiro pico, associada ao baixo rendimento do segun 

do pico, foram as razões que tornaram o método pouco efi-

ciente, principalmente para fins preparativos. 

3.4 - Cromatografia das Globulinas em Coluna de 	Sephadex  
G-100 

Os resultados obtidos quando globulinas de jaca mo-

le foram submetidas a cromatografia em coluna de Sephadex 

G-100 (tampão borato pH 10, 0,01M/NaC1 1%) são mostrados na 

figura 3. Dos quatro picos obtidos, o de menor peso molecu-

lar (4.500 daltons), constituído provavelmente por pigmen-

tos e/ou peptidios pequenos, foi o único que se apresentou 

completamente separado dos demais, que consistiam em trés 

picos de proteínas de pesos moleculares de 97.300, 59.700 e 

21.200 daltons. 
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FIGURA 2 - Cromatografia em coluna de CM-Celulose 	das 
globulinas de jaca mole, Dimensões da coluna: 
12cm x 1,3cm. Tampão de partida: tampão fosfa 
to de sõdio 5mM, pH 6,8, contendo `Uréia 2M7, 
seguido por gradiente de concentração de NaCl. 
Amostra: 40mg/4,0m1 do tampão de partida. Flu 
xo : 30m1/hora.. Frações : 3,6m1 (o 	o) - A 
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FIGURA 3 - Cromatografia em coluna de Sephadex G-100 das 
globulinas de jaca mole. Dimensões da coluna: 
40cm x 2,5cm. Tampão de equilíbrio: tampão bo 
rato de sódio 0,O1M, pH 10, contendo NaC1 1%. 
Amostra: 41,5mg/2,5m1 de 'tampão. Fluxo: 20m1/ 
hora. Frações: 3,6m1. (o 	o) A280. (e---a) U.H. 
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A atividade hemaglutinante ficou concentrada 	nos 

dois picos de proteínas de pesos moleculares mais elevados, 

tendo se caracterizado pela formação de dois picos de ativi 

dade: o primeiro (FI), apresentando atividade relativamente 

baixa, situando-se na região correspondente ao pico de pro-

teína de 97.000 daltons, e o segundo (FII) , coincidindo com 

o pico de proteína de 59.700 daltons, que apresentou maio-

res valores tanto de atividade total como de atividade espe 

cifica. 

A cromatografia em Sephadex G-100 se revelou um mé-

todo inadequado para o fracionamento das lectinas da fração 

globulinica de jaca mole, uma vez que a atividade hemagluti 

nante foi distribuída ao longo dos dois picos principais de 

proteínas, entre os quais não se observou uma separação efi 

ciente. 

3.5 	- Cromatografia das Globulinas -em Coluna de Afinidade 

Diante dos resultados não satisfatórios obtidos com 

cromatografias em CM-Celulose e Sephadex G-100, como tenta-

tivas de se isolar as lectinas da fração globulinica de ja-

ca mole, recorreu-se ao emprego de cromatografia de afinida 

de em coluna de estromas de hemácias humanas glutarizadas. 

Esta técnica tem sido usada com eficiência no isolamento de 

lectinas, pois se baseia na propriedade mais característica 

dessas proteínas: a sua capacidade de se ligarem a carboi-

dratos presentes na membrana plasmática (OCHOA & KRISTIANSEN, 

1978; OLIVEIRA, 1980). 

A cromatografia de globulina de jaca mole nessa co-

luna, cuja eluição foi feita em três etapas, PBS, H2O e tam 

pão glicina-HC1 0,2M, pH 2,6, apresentava 	invariavelmente 

três frações protéicas (figuras 4 e 5) . A primeira, . eluida 

com PBS e chamada fração GI, era constituída por proteínas 

destituídas de atividade hemaglutinante. As duas outras fra 

ç©es, eluidas com água destilada e com o tampão glicina-HC1 
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FIGURA 4 - Cromatografia analítica em coluna de afinidade 
preparada com estromas de hemãcias 	humanas 
AB(+) das globulinas de jaca mole. 	Dimensões 
da coluna: 4,5cm x 1,9cm. Tampão de 	equilí- 
brio : PBS. Eluentes: PBS, água destilada e tam 
pão glicina-HC1 0,2M, pH 2,6. Fluxo: 24m1/hora. 
Frações: 3,6m1. (o--o) 1 280. 	U.H. 



FIGURA 5 - Cromatografia preparativa em coluna de afinidade preparada com estromas de hems 
cias humanas AB(+). das globulinas de jaca mole. Dimensões da coluna: 24,4anx1,7cm. 
Tampão de equilíbrio: PBS. Eluentes: PBS, agua destilada e 	tampão glicina-HC1 
0,2M, pH 2,6. Amostra: 130mg/4,3m1 do tampão de equilíbrio. Fluxo: 	24m1/hora. 
Frações: 3,6ml. (o 	o) A280. (s-5) U.H. 
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0,2M pH 2,6, constituíam proteínas que exibiam atividade he 

maglutinante, observando-se uma recuperação de 98,3% da ati 

vidade aplicada. Estas frações eram presas na coluna-por me 

canismos provavelmente diferentes entre si e ainda não es-

clarecidos (OCHOA & KRISTIANSEN, 1978). 

A fração eluída com agua destilada, que foi denomi-

nada fração GII, em experimentos analíticos (figura 4) , dpre 

sentava-se formada por dois picos de proteínas parcialmente 

superpostos. A atividade dessa fração era caracterizada por 

um platô abrangendo os dois picos de proteína. Por outro la 

do, quando quantidades maiores de globulinas eram aplicadas 

(cromatografias preparativas), figura 5, observa-se apenas 

um pico, assimétrico, tendo sua porção posterior deformada, 

apresentando-se como um declive pouco acentuado até atingir 

a linha de base. A atividade, neste caso, acompanhava 	o 

teor de proteína em toda a extensão do pico. A quantidade 

de proteína obtida desta maneira, bem como a atividade hema 

glutinante, eram..mais elevadas que as obtidas por 	eluição 

com tampão glicina-HC1 0,2M, pH 2,6. 

A fração eluída com tampão glicina-HC1 0,2M, pH 2,6, 

denominada fração GIII, apresentava um pico assimétrico,com 

atividade hemaglutinante muito baixa, tanto em exper.imen-

tos analíticos como preparativos. 

3.6 - Cromatografia da Fração GII em Coluna de Sephadex G-100 

Quando a fração GII foi submetida a cromatografia 

em Sephadex G-100 foram obtidos três picos de pesos molecu-

lares de 67.500, 39.000 e 3.200 daltons (figura 6). A ativi 

dade hemaglutinante ficou concentrada no pico de 39.000 dal 

tons, que contém 69,2% da area total. 

O pico de 3.200 daltons, que não apresentou ativida 

de hemaglutinante, era provavelmente devido a presença na 

fração GII de peptídios ou glicopeptídios contaminantes, que 

foram eluídos juntamente com as lectinas dessa fração, com 
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FIGURA 6 - Cromatografia em coluna de Sephadex G-100 	da 
fração Gil. Dimensões da coluna: 40cm x 2,5cm. 
Tampão de equilíbrio: tampão borato de sódio 
0,01M, pH 10, contendo NaC1 1ó. 	Amostra: 
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as quais interagem. 

A partir destes resultados, podemos concluir que a 

cromatografia de globulinas de jaca mole em coluna de estro 

mas de hemácias AB (+) , apesar de isolar as proteínas dota-

das de atividade hemaglutinante em frações que são retidas 

na coluna, não é suficiente para uma purificação completa 

dessas proteínas. 

3.7 - Cromatografia da Fração  GII  em Coluna de SP-Sephadex  
C-50 

A fração GII apresentou dois picos quando submeti-

da a cromatografia em SP-Sephadex C-5 0, pH 5,0  (figura 7) . 

Ambos os picos mostraram atividade hemaglutinante, 	tendo, 

no entanto, a fração 2SPSGII exibido atividade específica 

muito mais elevada do que a fração 1SPSGII. 

A baixa atividade específica da fração 1SPSGII 	ë 

provavelmente devida à presença de glicopeptidios contami- 

nantes na fração GII que, a julgar pela simetria do 	pico, 

se encontravam complexadas com as lectinas. 

Os resultados mostrados aqui evidenciam a existên-

cia de duas lectinas na fração GÍI. 

Tendo em vista os resultados obtidos por cromatogra 

fia e jã descritos, sugere-se o esquema apresentado na figu 

ra 8, para a purificação das lectinas da fração globulini-

ca de jaca mole. 

3.8 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Presença de 
g S- e Beta-mercaptoetanol  

Um estudo comparativo dos padrões eletroforéticosde 

amostras de globulina e das frações GI, GII, GIII e 2SPSGII, 

tratados com beta-mercaptoetanol, em gel de poliacrilamida 

UFC
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FIGURA 7 - Cromatografia em coluna de SP-Sephadex C-50 da 
fração GII. Dimensões da coluna: 23,4 x 1,1cm. 
Tampão de partida; tampão acetato 5mM, pH 5,0, 
contendo uréia 2M, seguido por gradiente 	de 
concentração de NaCl. Amostra: 9,8mg/0,5m1 do 
tampão de partida. Fluxo: 20m1/hora. Frações: 
3,6m1. (o 	o) A

280. (*—.) U.H. 
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FIGURA 8 - Esquema geral das etapas de fracionamento das 
lectinas da fração globulinica de sementes de 
AAtocanpua -.nteQ)n1?OtLa L. var. mole. 
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com SDS, permitiu a identificação de duas bandas de protef 

nas, de pesos moleculares de 1..000 e 16.000 daltons, comuns 

a todas as amostras dotadas de atividade hemag_lutinante (fi 

guras 9 e 10). Essas bandas se apresentavam nas diferentes 

frações em proporções ligeiramente diferentes, sendo os Uni 

cos componentes observados nas frações GII e 2SPSGII. 

A identificação observada entre os padrões eletrofo 

réticos de GII e 2SPSGII é uma indicação de que os contami-

nantes presentes na fração GII, como foi demonstrado atra-

vés de cromatografia de exclusão molecular (item 3.6) e su- 

gerido por cromatografia de troca iõnica (item 3.7), 	além 

de apresentarem peso molecular baixo, existem em concentra 

ções reduzidas, não sendo possível detecta-los em experi-

mentos dè eletroforese. 

Os resultados apresentados aqui concordam com 	a 

observação de OLIVEIRA (1980) de que as diferentes lectinas 

presentes na fração glo bulinica.de sementes de jaca 	mole 

são formadas por duas subunidades de baixo peso molecular e 

confirmam a hipôtese de que essas proteínas constituem uma 

família de isolectinas. A ocorrência de isolectinas foi tam 

bém demonstrada por MOREIRA e AINOUZ (1981) na fração albu- 

minica de jaca mole. 

3.9 - Estudos de Especificidade  

3.9.1 - Ensaios de Hemaglutinação contra Hemacias Humanas 

Os resultados obtidos quando a atividade hemagluti-

nante de extrato total, globulina e frações'GI, GII e GIII, 

a partir de amostras liofilizadas, foi determinada contra 

hemacias humanas do sistema ABO, com os fatores Rh positi-

vo e negativo, são mostrados na tabela 4. 

Comparando os dados de atividade específica obtidos 

com as diferentes frações protëicas observamos que 	todas 



FIGURA 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida das glo- 
bulinas (1) e das frações GI (2) , GII(3) 	e 
GIII(41, na presença de SDS e beta-mercaptoeta 
nol, 
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12 3 

FIGURA 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida das glo 
bulinas (1) e das frações GII(2) e 2SPSGII (3T, 
na presença de SDS e beta-mercaptoetanol. 
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TABELA 4 - Atividades específicas (Unidades de Hemaglutina-
ção/mg de proteína) de extrato total, globulina 
e frações GI, GII e GIII, contra hemácias huma-
nas do sistema ABO 

Grupos Sanguíneos 

A (+) B(+) AB (+) 0 (+) 0 (-) 

Extrato total 90 326 64 85 107 

Globulina 132 426 106 115 261 

Fração GI - - - - - 

Fração GII 230 256 64 90 160 

Fração GIII 128 181 85 90 399 
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mostraram títulos mais elevados contra o grupo B(+). Com re 

lação aos demais grupos, todas as frações exibiram títulos 

de modo geral semelhantes, sendo as diferenças 	apresenta- 

das, abaixo da sensibilidade do método. A fração GII, no en 

tanto, apresentou uma atividade especifica 	ligeiramente 

mais elevada que as demais frações, contra hemácias do gru-

po A(+),  o mesmo ocorrendo com relação à fração GIII contra 

hemácias do grupo O(-). 

3.9.2 - Ensaios de Hemaglutinação Contra Hemãcias de Dife-
rentes Animais 

Os resultados dos ensaios de hemaglutinação de ex-

trato total, globulina e frações GI, GII e GIII contra hemã 

cias de rato, camundongo, pato, galinha e coelho são 	mos- 

trados na tabela 5. O sangue de galinha foi o único contra 

o qual não se observou atividade em nenhuma das frações tes 

tadas. Dos tipos de sangue que exibiram atividade, o de coe 

lho foi o que apresentou maiores títulos para todas as fra-

ções protéicas. 

3.10 - Ensaio de Inibição da Atividade Hemaglutinante  

O tratamento das frações GII e GIII contra 13 dife 

rentes açúcares simples revelou serem as lectinas presentes 

nessas frações protéicas insensíveis à inibição por 	tais 

açúcares, mesmo quando a cóncentração de açúcar atinge valo 

res da ordem de 500 a 1.000 vezes a de lectina. 

A tabela 6 apresenta a relação dos açúcares emprega 

dos neste experimento, indicando a concentração mãxima em 

que foram usados. As concentrações das frações GII e GIII 

foram de 0,44mg/m1 e 0,76mg/ml, respectivamente. 
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TABELA 5 - Atividades especificas (Unidades de Hemaglutina- 
ção/mg de proteína) de extrato total, 	globuli- 
na e frações GI, GII e GIII, contra hemácias de 
diferentes animais 

Animais 

Rato Camundongo Coelho Pato 	Galinha 

Extrato total 144 34 232 21 

Globulina 127 63,6 254 48 

Fração GI - - - - 
Fração GII 8 11 51 28 

Fração GIII 32 32 247 18 



46 

TABELA 6 - Açúcares usados na tentativa de inibição das fra 
ções GII e GIII, nas concentrações maximas utili 
zadas. 

Açúcares 	 Concentração (mg/ml) 

Arabinose 	 300 

Frutose 	 360 

Fucose 	 328 

Galactóse 	 360 

Glicosamina 	 358 

Glicose 	 360 

Maltose 	 684 

Manose 	 360 

Ramnose 	 328 

Ribose 	 300 

Sacarose 	 684 

Xilose 	 300 

N-Acetil-D-Glicosamina 	 442 
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3.11 - Imunoeletroforese 

Os resultados dos experimentos de imunoeletroforese 

(contra anti-extrato total de Antocanpua integ,Lipt a 	L. 

var. mole) das globulinas e frações GI, GII, GIII e 2SPSGII 

são apresentados nas figuras 11 e 12. 

Comparando os padrões obtidos para as 	diferentes 

amostras ativas, verificamos uma semelhança entre o arco de 

precipitação formado com a fração 2SPSGII, presumivelmente 

pura, e o da própria fração GII . (figura 11) . Uma observação 

decorrente dessa comparação é o fato da fração GII não exi-

bir outros arcos de precipitação que pudessem ser atribui-

dos à lectina presente na fração 1SPSGII nem aos contaminan 

tes não ativos que foram encontrados por cromatografia de 

exclusão molecular (item 3.6). Uma provãvel explicação para 

esse fenômeno é, além do baixo peso molecular, a baixa con-

centração dos contaminantes não ativos e o fato de a lecti-

na de 1SPSGII ser uma isolectina de 2SPSGII, com proprieda-

des antigénicas semelhantes. 

Com relação á fração GIII (figura 11) , notamos pelo 

menos dois arcos de precipitação concêntricos. Se conside-

rarmos a interpretação acima de que a atividade hemagluti 

nante é identificada através de um único arco de precipi-

tação, admitindo que a atividade desta fração é devida a 

uma ou mais lectinas formadas pelas mesmas subunidades que 

as da fração GII, como foi demonstrado em experimentos 	de 

eletroforese, então o segundo arco de precipitação, prova-

velmente o que difundiu menos, é devido as glicoproteïnas 

contaminantes sugeridas por OLIVEIRA (1980). 

3.12 - Espectros de Absorção  

Os resultados dos espectros de absorção na região 

do ultra-violeta das globulinas e das frações GII e 	GIII 



FIGURA 11 - Irnunoeletroforese em gel de agarose das globu 
linas (U e frações GII(2) e 2SPSGII (3) , com 
antisoro preparado contra extrato total de ja 
ca mole. 
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FIGURA 12 - Imunoeletroforese em gel de agarose das globu 
finas (1) e frações GI (2) , GII (3) e GIII (4) , 
com anti-soro preparado contr-i extrato total 
de jaca mole. 
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são mostrados na figura 13. Como se pode observar, as três 

frações exibiram maior intensidade de absorbãncia na faixa 

de comprimento de onda compreendida entre 276 e 278 nm. 
0 

Os valores de Elcm 
encontrados para as globulinas, 

fração GII e fração GIII foram de 17, 9, 33,5 e 15, 0, 	res- 

pectivamente. 



)1, 

`~ 	
-60- -0 

51 

3,0 

1,0 

240 	260 	280 	300 	320 
	

340 

COMPRIMENTO DE ONDA (nm 

FIGURA 13 - Espectros de absorção da globulina de jaca mu 
le (o 	o) e das frações GII (e--s) 	e 
GIII (4,--4,), dissolvidas em NaC1 0,15M. 



4 - CONCLUSÕES  

1 - A cromatografia de afinidade em coluna de estromas de 

hemácias humanas AB(+) se revelou um método muito efi- 

ciente no isolamento das lectinas presentes na 	fração 

globulínica de jaca mole, pois além de separar as pro-

teínas ativas das não ativas, foi capaz de promover o 

fracionamento das lectinas em duas frações (GII e GIII) 

que exibiram diferenças com relação à atividade hemaglu 

tinante. 

2 - As frações GII e GIII aglutinaram hemâcias de todos os 

grupos sanguíneos humanos do sistema ABO, tendo as ati- 

vidades específicas de GII contra o grupo A(+),  e 	de 

GIII contra o grupo O(-), apresentado valores 	ligeira 

mente mais elevados do que com os demais grupos. Essas 

frações aglutinaram também hemácias de rato, camundongo, 

pato e coelho, mas foram incapazes de aglutinar 	hemá 

cias de galinha. 

3 - As frações GII e GIII não se mostraram sensíveis à ini-

bição por 13 dos diferentes mono e dissacarídios capa-

zes de inibir outras lectinas. 

4 - Foi detectada através de cromatografia de exclusão mole 

cular, a presença na fração GII de peptídios ou 	glico 

peptídios de baixo peso molecular, destituídos de ativi 

dade hemaglutinante. 

5 - A fração GII contém pelo menos duas lectinas (1SPSGII e 

2SPSGII) que podem ser separadas por cromatografia em 

SP-Séphadex C-50. 

6 - A fração 2SPSGII se mostrou homogénea quando submetida 
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a imunoeletroforese em gel de agarose e eletroforese em 

, gel de poliacrilamida em presença de SDS e beta-mercap-

toetanol. 

7 - A identificação através de eletroforese em gel de polia 

crilamida em presença de SDS e beta-mercaptoetanol, de 

duas subunidades comuns a todas as frações 	protéicas 

ativas, indica que as lectinas da fração globulinica de 

jaca mole constituem uma família de isolectinas. 
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LECTINAS PRESENTES EM SEMENTES DO GÊNERO ARTOCARPUS  

R. Azevedo Moreira 

J.T. Abreu de Oliveira 

F.C.R. Costa e 

I. Lima Ainouz 

Universidade Federal do Ceará 

Dept9 de Bioquímica e Biologia 

Molecular 

Fortaleza - Ceará 

Resumo: 

O estudo das lectinas tem despertado grande interes 

se desde que estas proteínas parecem desempenhar importan-

tes papéis na fisiologia da planta, desde a fixação de ni-

trogênio até a proteção da planta contra o ataque de fungos 

e insetos. Com  a finalidade de se conhecer as 	semelhanças 

entre as lectinas de sementes do gênero Artocarpus, foi ini 

ciado um estudo de extração, fracionamento e purificação de 

proteínas de sementes de Artocarpus integrifolia L. 	(jaca 

mole e jaca dura) e Artocarpus comunis Forst (fruta pão). 

Foram feitas extrações das proteínas das três semen 

tes com tampão fosfato 0,025 M pH 7,4 contendo NaCl 0,88%, 

encontrando-se valores semelhantes para a concentração 	de 

proteínas, enquanto a atividade hemaglutinante se apresen-

tou cerca de 3 vezes mais forte no extrato de jaca mole do 

que no das outras duas sementes. Os diversos extratos foram 

fracionados em albuminas e globulinas, notando-se que 	o 

teor de proteínas variava entre 40 e 50% nas albuminas 	e 

nas globulinas correspondiam de 7 a 10% das proteínas 	to- 

tais, enquanto a quase totalidade da atividade hemaglutinan 

te se encontrava na fração albuminica. As albuminas 	foram 

ainda fracionadas por precipitação com sulfato de 	amônio, 

encontrando-se que o grosso das proteínas e da 	atividade 

precipitavam entre 20 e 60% de saturação de (NH4) 2SO4. 

Publicado no Livro de Resumos 
2a Reunião Nordestina de Botânica, 1978. 
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BEMAGGLUTINATING ACT:VITY IN SEEti OF Artocarpus incise L. 
J.T.A. Oliveira, F.C.R. Costa and R.A.  Moreira 
Dept. ris Bioquimica e Biologia Molecular, Univ. Fed. do Coati 
Caixa Postal 1065, 60000 Fortaleta,Ceata, Brasil 

Letting are one of the most interesting group of procaine 
present in seeds. They seem to play important roles in plants, 
that span from catbonydrate accumulation up to helping in ni-
trogen fixat 'on. In order to study the laccin structure conger 
vation minting evolution, as• a way to measure the importance of 

these proteins to the plant, the lectins of Artocarpus  incisa  
are being studied and compared with the lectins already 	iso- 
lated iron A.  int, rifolia ( Moreira, R.A. Plant Physiology , 
{ 1177 ) 59: 64 ). 

H.•mag`lutinating activity was found in both albumin (562 
UH/mg ) and globulin (1646 UN/mg ) fractions of A. incisa . 
When the albumins were fractionated with ammonium sulfate, al-
most all the activity was found in the fractions precipitated 
between 20 and 6GZ of saturation ( 1611 UH/mg ). 

.SepiadeN G-10' ctroraatugr:phy of the crude extra.-.t showed 
at least two peeks with hrrmgglurinatiftg activity, which was 
unespecific when tested with human blood of the ABC) system. 

In pnlcacrvisri,e gel riectro'•horvsis in presence of ST'S 
tt was rotma that all the active tractions presented bands 
with molecular weight of 11,250 and 15,000 daltons. 

Program and abstracts 
of papers 

for the Annual Meeting 
of the 

American Society of 

Plant Physiologists at 

Ohio State University 

Columbus, Ohio 

July 30--Aug. 4, 1979 

The American Society of Plant Physiologists will 
meet with the American Society for Horticultural 
Science at Ohio State University, Columbus, Ohio, 
July 30 to August 4, 1979. 
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..,nLAMENTO DE LECTTNAS PRESENTES NA fRAÇÁO GLOBULÍNICA DE SEMENTES DE Artocarpus 

;ntégrifolìa [JACA MOLEI 

Francisco das Chagas Rebonças da Costa 

Renato de Azevedo Moreira - 

Universidade Federal do teeró - Dept' de Bioquímica e Biologia Molecular 

x, Postal 1065 - 6Q,tTT - Fortaleza • CE. 

FT. sinh0 : 

Lectinas são proteínas amplamente distribuídas no reino vegetal capazes 

1e se ligar a carboidratos, desta caracterfstiea decorrendo inúmeras proprieda-

iu, Ciológicas de grande interesse prAtico para os diversos campos científicos 

omo imunologia, fisiologia vegetal, biologia molecular, etc. Apesar de existi-

ram modelos que tentam explicar a interaçáo das lectinas com carboidratos, este 

mecanismo, bem como o papel fisiológico desempenhado por essas proteínas nos or-

ganismos onde elas ocorrem, ainda não foi completamente elucidado devido ao fato 

de apenas um pequeno numero de lectìnas jA ter sido obtido na forma pura, 	pois 

as propriedades gtifmicas, físico-qufinicas e biológicas só sgo possíveis de 	ser 

determinadas se a protefna for isolada do meio onde ela se encontra. 

Extratos totais obtidos quando farinha de serventes de jaca mole foi extra 

!da com tempgo fosfato 0.025 M pH 7.4 contendo NaC1 0.68% (PBS1 foram fraciona - 

dos por diAlise e as globeiinas obtidas submetidas a cromatografia de afinidade 

em coluna de estroinas de hem$cias humanas (AB+I glutarizados e misturados com e 

phadex G-25 superfina, equilibrada com PBS. Por eluiçgo com PBS, H,_,U e tampo 

Glicina- HC1 0.2 M, pH 2.6, nesta ordem, foram obtidas trës frações, duas 	das 

quais contendo atividade hemaglutinante, que foram entgo caracterizadas, junta- 

mente com atras fraçóes ativas, por eletroforese em gel de poliacrilamida 	com 

SDS, na presença e ausencia de beta-mercaptoetanol. Das frações ativas 	foram 

determinadas ainda as atividades eàpecfficas contra hemAcias do sangue humano e 

de diversos animmis, 

IV REUNIÃO NORDESTINA DE BOTÂNICA 

Mossorô (RN) setembro de 1980 

Publicado no Livro de Resumos 



66 

Arq. Biol. Tecnol. 211 (1) 1981 

G24 

ISOLECTINAS DE Artocarpus integrifolia. ESTUDOS FISICOQUIMICOS E IMUNOQUIMICOS 

R.A.MOREIRA, J.T.A.OLIVEIRA e F.C.R.COSTA 

Depto de Bioquímica e Biologia Molecular, UFCe, Cx.Postal 1065, Fortaleza,Cearã. 

Algumas propriedades fisicoquimicas e imunoquimicas das lectinas de on 
gem albuminica e globulinica, extraídas de sementes de Artocarpus integrifolia L. 
var. mole, foram investigadas, já que se acredita que embora diferentes em alguns 
aspectos, como,proteinas integras, essas lectinas sao formadas pelas mesmas subuni 
dades que se associam em proporções diferentes dando assim origem a isolectinas. 

Quando foi feito o isolamehto em coluna de afinidade ( estromas humanos) 
foi encontrado apenas um pico com atividade hemaglutinante ( All ) para as albumi-
nas, enquanto para as globulinas foram encontrados dois picos ativos ( GII e GIII) 
eluidos com diferentes soluções de eluição. 

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS,em presença e ausencia de 
betamercaptoetanol,das diversas frações ativas indicaram a presença dos mesmos gru 
pos de subunidades apresentando os mesmos pesos moleculares? independente da on - 
gem das lectinas, embora em GIII se apresente um grupo a mais, bastante difuso, so 
brepondo-se aquelas bandas bem definidas, também encontradas em All e GII. 

Ensaios imunoquimicos em gel de agarose ( imunoeletroforese simples e 
rocket imunoeletroforese ) revelaram também semelhanças entre essas frações ativas 
onde foram encontradas bandas.com  identidade antiggnica e mesma mobilidade eletro-
foretica, indicando a presença dos mesmos determinantes em todas essas frações. 

Foram ainda determinados os espectros de absorção das frações estudadas, 
bem como das albuminas e globulinas que lhe deram origem, tendo sido encontradas 
semelhanças pronunciadas entre as mesmas. 

Dos dados apresentados pode-se concluir pela existência em A. integrifo-
lia de diferentes lectinas compostas pelas mesmas subunidades, confirmando assim a 
existência  de uma familia de isolectinas nessas sementes. 

Auxilios financeiros: UFC, FINEP, CNPq 

Apresentado á III Reunião Regional da PAABs — Cone Sul e 

X Reunião Anual da SBBq. 
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