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RESUMO 

A maioria das lectinas já isoladas e caracterizadas são de sementes de 

Leg rnlinosae, principalmente das sub-famílias Papilionoideae. No presente trabalho foram 

investigadas propriedades fisico-químicas e biológicas da lectina galactose-ligante de 

sementes de Glycine wightii (LGw). Esta lectina isolada por cromatografia de afinidade em 

coluna de goma de guar, e eluída com tampão Glicina-HC1 pH 2,6 em solução de NaCl 

0,15 M. Duas frações (P1  e P2) foram obtidas. Foi observado que o P1  não apresentou 

atividade hemaglutinante e P2 aglutinou hemáceas humanas tripsinizadas (suspensão a 4%) 

do grupo Al  sem necessitar da adição de íons metálicos. Ensaios de eletroforese em gel de 

poliacrilamida revelaram a presença de uma banda protéica cuja massa molecular aparente 

foi de 45 KDa. A lectina perdeu cerca de 87% de sua atividade biológica quando foi 

aquecida a 40 °C por 5 minutos e após 15 minutos foi totalmente inativada e ao ser 

aquecida a 50 °C por 5 minutos apenas 25% da atividade hemaglutinante permaneceu, 

sendo totalmente inativa após esse tempo. A determinação de açucares por Dubois, usando 

como padrão a D-glucose, revelou que essa lectina é uma glicoproteína cujo teor é de 

1,49%. As estruturas secundárias foram avaliadas por dicroísmo circular e revelaram uma 

predominância de o-folha. Ensaios de focalização isoelétrica revelaram uma variação de 

pH entre 6,35 e 7,0 sugerindo a existência de isoformas. O extrato total das sementes de 

Glycine wightii e a LGw ao ser injetados por via intraperitoneal em camundongos não 

provocou a morte de nenhum animal. Pode-se observar que o extrato total foi capaz de 

induzir, parcialmente, a migração de leucócitos em ratos, sendo os neutrófilos 

polimorfonucleares as células predominantes (aproximadamente 70 %) nesse processo que 

migraram e acumularam-se no sítio inflamatório em níveis próximos aos da carragenina. 

Pelos resultados obtidos observou-se que os moduladores utilizados, talidomida e 

pentoxifilina, foram capazes de inibir, a níveis inferiores que aos observados para o 

controle negativo, a migração de leucócitos para a cavidade peritoneal de ratos e que 

ocorreu uma inibição em mais de 80% da indução na migração das células totais quando a 

LGw foi injetada com a D-galactose. A LGw induziu edema de pata em ratos Wistar com 

pico máximo entre 2 e 3 horas após a injeção subplantar. Os calos obtidos a partir de 

cotilédones e de hipocótilos foram caracterizados com relação ao teor de umidade (7,98% e 

7,4%, respectivamente), cinzas (0,64% e 0,47%, respectivamente), carboidratos (7,98% e 

7,4%, respectivamente). Nenhum pico ficou retido em coluna de goma de guar ao ser 
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realizada a cromatografia de afinidade dos extratos obtidos a partir de calos de cotilédones 

e de hipocótilos e nenhuma atividade hemaglutinante foi observada. Ao ser realizado 

ensaios imunológicos por ELISA identificou-se a presença de pequena quantidade (7,0%) 

da LGw apenas nos extratos obtidos a partir de calos cotiledonares. Ambos os extratos 

foram capazes de induzir, fracamente, a migração de células totais para a cavidade 

peritoneal de ratos. Os extratos obtidos a partir de calos cotiledonares e de hipocótilos de 

sementes de Glycine wightii não matou nenhum camundongo exposto. 

o 
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ABSTRACT 

Most of the already characterized lectins were isolated from Leguniinosae (mainly 

Papilionoideac) seeds. In this thcSiS, the ply Si cv -eli eui ta1 and biological properties of a 

D-galactose-binding lectin, from Glycine wightii (Leguminosae Papilionoideae) seeds, is 

described. The lectin was isolated by affinity chromatography on guar gum matrix, in NaC1 

0.15 M. After the elution of the non-retained fraction (F1), the retained fraction (F2) was 

t,.+~a 	+t, n i tt r u~ ~ ~t_, ; 	~rr~t 1.---(1D-,  	+~;~: ~ n t c TT ~T ni n t , 4L.rt ~ ~~+:,. 21uwu vvitii v. ì lvl, N1i r.v ~iy t uiG-11\ 1 vuiicl, C3iitauiiii~ v. i lvl 1\Q.t+1. viuy Lilt, llcit.=tiVi1 

Fl showed hemagglutinating activity. This activity was more evident with trypsin treated 

group Al human erythrocytes. No divalent cations were needed. By PAGE-SDS only a 

single band, with Mr of 45 1-r‘a, was found. The lectin was showed to be thereto labile,  

loosing all the hemagglutinating activity when heated to 40°C by 15 min. The lectin is a 

glycoprotein (1.49 %). The lectin secondary structure was evaluated by circular dicroism 

and showed a predominance of beta-sheet. By isoelectric focusing several bands were 

found between pl from 6.35 to 7.0, indicating the presence of isoforms. When the purified 

lectin and the crude extract were intraperitoneally administered to mouse, no toxicity was 

found. The Ciúde extract  induced the ls,i.u-oc-yre immigration lii rats, and the 

polymorphonuclear neutrophils were predominant (70%), with levels similar to 

carragenana. Modulators like talidomida and pentoxilfilin inhibited the leukocyte 

immigration in lower levels than the observed for the negative control, while 80% of 

inhibition occurred when the lectin was administered in the presence of D-galactose. The 

lectin induced rat paw edema in Wistar rats with a peak between 2 an 3 h after the 

injection. Calluses were developed from cotyledons and hypocotyls, obtained from Glycine 

wightii germinating seeds. They were characterized with respect to the water content (7.9 

% and 7.4 %, respectively), ash (0.64 % and 0.47 %, respectively), and carbohydrate (7.98 

and 7.4 respectively). No retained fraction was retained, when the callus crude extracts 

were submitted to affinity chromatography on the guar gum matrix, but a small amount of 

the lectin was detected by Elisa in the cotyledonary calluses. Both the callus extracts 

induced, although weakly, the cell immigration to the rat peritoneal cavity, but no death 

was observed when theses extract were intraperitoneally administered to mice. 
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Introclitc ao 

INTRODUÇÃO 

1.1. LECTINAS VEGETAIS 

   

1.1.1 Definições 

As lectinas de leguminosas têm, por décadas, sido um paradigma na área do 

reconhecimento proteína-carboidrato (LORIS, et a1,1998). A atividade lectínica em 

sementes vegetais tem sido demonstrada desde 1888 quando SI'ILLMARK (1888) 

descreveu a ação de lectinas pela primeira vez, inicialmente denominadas 

fitohemaglutininas, devido à sua origem vegetal e o fato de aglutinarem hemácias 

(L( 	lNER, 1986; RÜDIGER, 1998). 0 termo lectina foi originado de pesquisas com grupos 

sanguíneos usando hemaglutinina, e muitas lectinas, as quais têm sido descritas, podem 

reconhecer os diferentes antígenos dos grupos sanguíneos que possuem epítopos 

carboidrato (ABO, antígeno Forssman, etc) (GOLDS 1'EIN & PORETZ, 1986; SHARON 

& LIS, 1995). 

GOLDSILIN et al. (1980) definiram as lectinas como sendo proteínas ou 

glicoproteínas de origem não imune que interagem com carboidratos de maneira 

específica, aglutinando células e/ou precipitando glicoconjugados. Passado um ano 

KOCOUREK & HOREJSI (1981), sugeriram que lectinas são proteínas de origem não 

imune, ligantes a açúcares, desprovidas de atividade catalítica contra os açúcares com os 

quais se ligam. Posteriormente, esta definição foi ampliada passando as lectinas a serem 

consideradas como proteínas ou glicoproteínas de origem não imune que possuem um ou 

mais sítios de reconhecimento a carboidratos e/ou glicoconjugados capazes de se ligar 

específica e reversivelmente a terminais carboidratos sem alterar a estrutura química dos 

mesmos, podendo aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados. Esta definição exclui 

outras proteínas ligantes de açúcar, tais como as várias enzimas específicas por açúcares, 

hoimônios e proteínas transportadoras, mas inclui as lectinas monovalentes, como as de 

orquídeas. Da mesma forma, a definição exclui ainda lipídeos (como o ácido oléico e o 

dioleil fosfatídeo) e gangliosideos, que aglutinam eritrócitos de coelho e de rato, mas, ao 

contrário das lectinas, apresentam uma aglutinação insensível à variação de temperatura 

(RUSSEL et x1,1983 ). 

KENNEDY et al. (1995) conceituaram lectinas como proteínas de origem não 

imune que reconhecem carboidratos livres ou conjugados a superficie celular através de 

1 



sítios de ligação (sítios hidrofóbicos reconhecidos por BARONDES (1988) e os sítios 

ligantes a carboidratos). 

PEUMANS & VAN DAMME (1995) apresentaram uma definição bem mais geral 

quando consideraram que o único pré-requisito para uma proteína ser classificada como 

lectina é que esta apresente, pelo menos, um domínio não catalítico que se liga reversível e 

especificamente a carboidratos. De acordo com esta afieinativa, as lectinas vegetais podem 

ser definidas como todas as proteínas vegetais que possuem pelo menos um domínio não 

catalítico que se liga reversivelmente a mono e oligossacarideos específicos. Esta nova 

definição inclui uma gama de proteínas que se comportam de modo diverso do ponto de 

vista das propriedades aglutinantes e/ou precipitação de glicoconjugados. 

Segundo LIS & SHARON (1998), lectinas ligam-se a mono e oligossacarídeos 

reversivelmente e com alta especificidade, mas são desprovidas de atividade catalítica e em 

contraste aos anticorpos, não são produtos de uma resposta imune. Cada molécula de 

lectina pode conter dois ou mais sítios de combinação a carboidratos. Portanto, quando 

reagem com células, por exemplo, eritrócitos, elas não irão apenas combinar-se com os 

açúcares em suas superficies, mas irão também causar ligação cruzada das células e 

subseqüente precipitação, um fenômeno referente à aglutinação celular. A aglutinação 

eritrocitária, ou hemaglutinação, envolvendo lectinas é, rotineiramente, uma técnica usada 

para sua detecção e caracterização. Essas proteínas, também formam ligação cruzada entre 

moléculas de polissacarideos ou glicoproteínas em solução e induzem sua precipitação. 

Ambas as reações, aglutinação e precipitação de lectinas podem ser inibidas pelo açúcar 

ligante para o qual a lectina tem especificidade. 

Com base nas suas propriedades estruturais, PEUMANS & VAN DAMME (1995) 

agruparam as lectinas em três grandes grupos: as merolectinas, as hololectinas e as 

quimerolectinas. Merolectinas são proteínas de uma única cadeia que apresentam um único 

sítio de ligação a carboidratos, como a heveína e as proteínas monoméricas ligantes de 

manose. Elas são proteínas pequenas que, devido à sua natureza monovalente, são 

incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células. As hololectinas também 

apresentam apenas um único domínio de ligação a carboidratos por cadeia, mas contêm 

duas ou mais cadeias polipeptidicas contendo domínios ligantes que são idênticos ou muito 

similares. Este grupo compreende todas as lectinas que têm sítios de ligações múltiplos e 

são capazes de aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados. A maioria das lectinas 

caracterizadas é hololectinas. As quimerolectinas possuem além do domínio ligante a 
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carboidratos, outro domínio com atividade catalítica ou outra atividade biológica que age 

independentemente do domínio ligante a açúcar. Alguns exemplos deste grupo são as 

quitinases classe 1 e as RIPs (proteínas inativadoras de ribossomos) tipo 2, sendo essas 

Ultimas, consideradas lectivas tóxicas. 

VAN DAMME et al. (1997), definiram as superlectinas como um grupo especial de 

quimerolectinas. Elas seriam proteínas de fusão, com dois domínios de ligação a 

carboidratos, as quais são estruturalmente diferentes e reconhecem carboidratos distintos. 

A natureza quimérica das superlectinas é ilustrada pela lectina de bulbo de tulipa, com dois 

domínios, um específico para N acetil-galactosamina e outro para manose (CAMMUE et 

al, 1986). 

Mais recentemente, MONTEIRO-MOREIRA (2002) sugeriu um novo grupo para 

as lectinas, as multilectinas, que consistem de proteínas com sítios idênticos de ligação a 

carboidratos distintos, como por exemplo a frutalina e a jacalina que apresentam uma alta 

afinidade por galactose e reconhecem, também, manose e glucose. 

1.1.2 Ocorrência e Propriedades Gerais 

As lectinas estão amplamente distribuídas em todas as classes e famílias de 

organismos: plantas, bactérias, fungos, vírus, invertebrados e vertebrados. Entretanto, o 

maior número de lectinas já estudada e, parcialmente, caracterizadas são as de origem 

vegetal (VAN DAIVIME et al, 1998). 

Dentro do Reino Plantae, a divisão Angiospermae, mais especificamente a classe 

Dicotiledoneae, apresenta sem dúvida, o maior número de espécies com lectinas já 

isoladas. O grupo das lectinas identificadas na família Leguminosae tem sido motivo de 

intensa investigação. Acredita-se que tal direcionamento seja devido à sua elevada 

concentração em sementes aliado ao fato do grande número de espécies pertencentes a esta 

família e facilidade de obtenção. Com  isso, muitas destas proteínas foram e estão sendo 

isoladas e caracterizadas com relação a suas propriedades bioquímicas e fisico-químicas e, 

especificidade por carboidratos. Além disso, a seqüência parcial ou completa de 

aminoácidos e, mais recentemente, a clonagem de genes (NOGUEIRA, 1999) têm 

oferecido novas informações com respeito a suas estruturas. É importante ressaltar que as 

lectinas de leguminosas, apesar de apresentarem especificidade diferente por carboidratos, 
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compartilham de considerável grau de identidade de seqüência (CAVADA et ai,1993), 

sugerindo a possível utilização dessas proteínas como marcadores filogenéticos. 

A grande maioria das lectinas vegetais conhecidas, muitas das quais já isoladas, é 

encontrada predominantemente nas sementes maduras, em particular das leguminosas. 

Embora a semente seja, normalmente, o órgão mais rico em lectinas, elas também estão 

presentes em outras partes da planta, como raízes, folhas, cascas, bulbos e frutos 

(PEUMANS & VAN DAMME, 1998) contendo, na maioria dos casos, apenas pequena 

quantidade, as quais, não são necessariamente idênticas em estrutura ou especificidade a 

carboidratos como as lectivas dos órgãos de reserva (RÜDIGER, 1998). VAN DAMIVIE et 

al. (1998) afirmam que o número de lectinas não sintetizadas em sementes, ultrapassa 

aquelas lectinas de sementes. 

A concentração de lectinas em sementes e tecidos vegetativos varia muito. Lectinas 

de sementes, usualmente, representam de 1 a 10% das proteínas totais. Em algumas 

espécies, têm-se descrito valores mais elevados (acima de 50%), enquanto em outras, as 

lectinas, dificilmente, são detectadas com as técnicas comumente utilizadas. 

Comportamento semelhante é verificado para lectinas dos tecidos vegetativos. Muitas 

espécies vegetais acumulam grandes quantidades de lectinas em seus órgãos de reserva, 

como em casca, bulbos, tubérculos, rizomas e caule, em que o teor de lectinas representa 

de 1 a 20% das proteínas totais podendo, em alguns casos, ser superior a 50%. Frutos, 

folhas, flores, ovários, raízes e outros tecidos, geralmente contêm baixos níveis (menos de 

1% das proteínas totais) de lectinas (PEUMANS & VAN DAMrVIE, 1995). 

A maioria das lectinas é glicoproteínas cujo conteúdo de carboidratos pode chegar 

até mais de 50% da sua massa molecular, como é o caso da lectina de batata, Solanum 

tuberosum (LIS & SHARON, 1981). Os principais açúcares encontrados nas lectinas são 

N-acetil-glucosamina, manse, L-fucose e xilose. Estes açúcares são característicos das 

Lectinas de Leguminosas (SHARON & LIS, 1989), embora diversas lectinas notadamente 

da tribo Phaseoleae, subtribo Diocleinae como Dioclea grandiflora (MOREIRA et al., 

1983), Canavalia brasiliensis (MOREIRA & CAVADA, 1984) e Cratylia floribunda 

(OLIVEIRA et al., 1991) não apresentem carboidratos ligados covalentemente. 

As lectinas de vegetais superiores são, caracteristicamente, ricas em aminoácidos 

ácidos e hidrofóbicos os quais podem perfazer até mais de 30% do conteúdo de 

aminoácidos e são pobres ou destituídas de aminoácidos sulfurados (LIS & SHARON, 
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1981). Algumas famílias de lectinas possuem uma composição de aminoácidos singular, 

bastante diferente das demais. As lectinas de gramineas possuem um alto conteúdo de 

glicina (23%) e cisteina (21%), sendo que todos os resíduos de cisteina estão envolvidos 

em pontes dissulfeto (STINTS SEN & PEUMANS, 1985). 

É de a maior importância estabelecer a especificidade de uma lectina por açúcares 

de modo a poder usá-la como ferramenta em estudos bioquímicos e imunoquímicos. A 

especificidade por açúcar é, normalmente, determinada pela técnica de inibição por 

hapteno, comparando açúcares com base na concentração mínima necessária para inibir a 

reação de hemaglutinação ou de precipitação de macromoléculas reativas. 

Com base no conhecimento da especificidade de muitas lectinas, certas 

generalizações puderam ser feitas. As lectinas são, geralmente, classificadas de acordo com 

o que foi estabelecido por MAKELA (1957), que dividiu os monossacarídeos inibidores de 

lectinas em quatro grupos conforme a configuração relativa das hidroxilas nos carbonos 3 e 

4 do anel piranosídico ou furanosidico. Assim, no grupo I foram agrupadas as lectinas que 

interagem com L-fucose, como as Lotus tetragonolobus e (Ilex europeus (GOLDS _FEIN et 

al, 1980). No grupo II, lectinas que se ligam a D-galactose e N-acetil-D-galactosamina, 

como as de Vaitarea macrocarpa (SALES et al, 1989), Sphenostyles stenocarpa 

(MACHUKA et a1,1999), Erythrina indica (KONOZY et al, 2002), Bauhinia pentandra 

(CARLOS, 2004) a aglutinina e a toxina de Ricinus communis (VILLAFRANCA & 

ROBERTUS, 1981) e a lectina de Erytrina vellutina forma aurantiaca (MORAES, 1992). 

No grupo Ill foram agrupadas as lectinas com afinidade por D-manose e D-glucose, como 

as lectinas da tribo Phasoleae subtribo Diocleinae, tais como as de Dioclea grandiflora 

(MOREIRA, et al, 1991), Cratylia floribunda (OLIVEIRA et al, 1991) e Canavalia 

brasiliensis (MOREIRA E CAVADA, 1984), como também as lectinas da tribo Vicieae. 

Até o momento ainda não foram identificadas lectinas que interagem com açúcares do 

grupo IV (idose, gulose, L-xylose, L-glucose). WU et al, (1988) sugeriram a criação de 

outros dois grupos: um com lectinas específicas por N-acetil-D-glucosamina e outro com 

lectinas específicas por ácido siálico. 

Segundo SHARON & LIS (1989), de acordo com sua especificidade, as lectinas 

poderiam ser classificadas em cinco grupos de acordo com os monossacarídeos pelos quais 

elas possuem grande afinidade: a) D-manose/D-glucose, b) D-galactose/ N-acetil- D-

galactosamina, c) N-acetil- D-glucosamina, d) L-fucose e e) ácido N-acetil-neuramínico. 
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LORIS et al. (1998) afirmaram que devido à falta de conhecimento sobre a 

atividade in vivo das lectinas, elas têm demonstrado ser ferramentas úteis em imunologia e 

glicobiologia devido à sua larga e variada especificidade por carboidratos. Essa 

especificidade tem também permitido seu uso em outras aplicações como purificação e 

caracterização de carboidratos complexos e glicoconjugados. 

Atualmente, as lectinas de leguminosas constituem um grupo bem estudado e cerca 

de uma centena dessas proteínas têm sido isoladas e extensivamente investigadas quanto às 

suas propriedades químicas, fisico-químicas, estrutural e biológica (KONOZY et al, 2003). 

Em adição, diversos estudos sobre a seqüência homóloga e estrutura tridimensional de 

várias lectinas vegetais sugerem que elas foram conservadas através da evolução e, assim, 

podem desempenhar, importantes funções fisiológicas (REYNOSO-CAMACHO et al, 

2003). 

1.1.3 Detecção e dosagem 

Para a detecção de lectina em material biológico utiliza-se uma das atividades 

biológicas mais conhecidas, sendo esta tão antiga quanto o estudo dessas proteínas, sua 

capacidade em aglutinar hemácias ou precipitar polissacarídeos e glicoproteínas. A 

aglutinação é resultado da interação de açúcares da superficie celular e os sítios ligantes de 

açúcar existentes nas moléculas de lectinas. Estas interações são não covalentes, 

envolvendo ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas e forças de Van der Waal 

(SHARON & LIS, 2004). 

Assim, a presença de uma lectina em uma dada preparação, pode ser detectada, 

verificando se a mesma aglutina eritrócitos ou precipita polissacarídeos e glicoproteínas, e 

demonstrando serem estes efeitos inibidos por açúcares simples ou complexos. A atividade 

hemaglutinante, é usualmente, determinada pelo método de diluição seriada e o ponto final 

determinado a olho nu ou com a ajuda de uma lupa ou microscópio (MOREIRA & 

PERRONE, 1977). A especificidade, por sua vez, pode ser determinada com a ajuda de um 

painel de eritrócitos de diferentes grupos sanguíneos humanos ou de outros animais. Para 

tentar intensificar a resposta, podem ser usados eritrócitos modificados por tratamento com 

enzimas proteolíticas (SHARON & LIS, 2004) ou com neuraminidase (MARIKOVSKY et 

al, 1976) que deixa as células mais sensíveis, em geral, à aglutinação. Com  a finalidade de 
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estabilizar as hemácias, obtendo-se assim uma preparação padrão, as células podem ainda 

serem tratadas com formaldeído ou glutaraldeído (LI I-DNER; TURNER, 1975). 

Lectinas localizadas na superficie celular também medeiam ã interação célula-

célula por combinar carboidratos com complementaridade localizados sobre as superfícies 

de células em oposição, as quais podem ser iguais ou diferentes (Figura 1). SHARON & 

LIS (1989) propuseram mecanismos para a interação célula-a-célula mediada através de 

superficie de lectinas. As células podem também interagir via outros mecanismos tais 

como: 

a) Formação de pontes por glicoproteinas solúveis que se ligam a lectinas situadas na 

superficie das células. 

b) As lectinas podem combinar-se com carboidratos de componentes insolúveis da 

matriz extracelular que promove a adesão celular. 

c) Lectinas solúveis podem ligar-se a carboidratos sobre células em oposição para agir 

como ponte entre as duas células. 
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Figura 01 - Diferentes modelos de interação célula-molécula e célula-célula mediado por 
lectinas (A) entre células de mesmo tipo (homotipica) e (B) entre células diferentes 
(heterotípica). SHARON & LIS (1989), citado por SINGH (1999). 

1.2. Isolamento e Caracterização de Lectinas 

O isolamento e caracterização de lectinas vegetais são, tradicionalmente, realizados 

a partir de sementes quiescentes de leguminosas (CHRISPEELS & R.ALKHEL, 1991), 

embora já tenham sido isoladas lectinas em várias outras espécies vegetais (PEUMANS & 

VAN DAMME, 1995, 1998). Recentemente FREIRE et al. (2002) isolaram e 

caracterizaram uma nova lectina das sementes de Talisca esculenta, a primeira da família 

Sapindaceae. 

Para isolar lectinas inicia-se, geralmente, a extração do material biológico, com 

solução salina ou solução tampão. Algumas vezes é necessário o pré-tratamento do 

material em solventes orgânicos para remover lipídios. Até o final da década de 70, o 

isolamento de lectinas seguia o procedimento padrão para fracionamento convencional de 

proteínas (MOREIRA & PERRONE, 1977). 

O isolamento de lectinas em vegetais inicia-se com a preparação da farinha e 

extração desta com solução tamponada, seguida por um fracionamento com sulfato de 

amônio e uma cromatografia. Pelo fato da lectina ligar-se especificamente a carboidratos 
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nas ultimas décadas, utiliza-se com freqüência a cromatografia de afinidade, onde a matriz 

contém o açúcar ligante da lectina (RUDIGER, 1988). Se necessário, a lectina purificada 

por afinidade pode ser submetida a uma segunda cromatografia de afinidade ou purificação 

adicional por técnicas clássicas tais como, filtração em gel, troca iônica, e interação 

hidrofóbica. 

A purificação por cromatografia de afinidade é baseada nas seguintes propriedades 

biológicas das macromoléculas: seletividade, alta afinidade de reconhecimento e interação 

reversível com outras moléculas (WILCHEK & MIRON, 1999). Em alguns casos são 

empregados adsorventes comerciais, como a Sephadex, uma polidextrana (MOREIRA et 

al, 1983; MOREIRA & CAVADA, 1984; OLIVEIRA et al, 1991); Sepharose ligada a 

mono ou oligossacarídeos ou a glicoproteínas, como fetuina (CARIELLIERI et al, 2002) e 

mucina gástrica. 

YEASMIN, et al. (2001) purificaram e caracterizaram três lectinas das sementes de 

Amora (Moras sp.) por cromatografia de filtração em gel seguido de cromatografia por 

troca-iônica em DEAF e CM-celulose que apresentaram especificidade por D-galactose. 

Muitas plantas apresentam polissacarídeos sob a foima de gomas, em endospermas. 

Estes polissacarïdeos são, nas gomas, galactomananas ramificadas contendo diferentes 

monossacarideos, em proporções e posições diversas. Desta maneira, é possível ter-se as 

mais variadas estruturas de oligossacarídeos. Assim sendo, é possível preparar-se colunas 

de afinidade, onde as lectinas são capazes de interagir diferentemente, embora 

apresentando a mesma especificidade segundo a classificação de MAKELA (1957) 

mostrando afinidades diferentes (especificidade refinada) por estes oligossacarídeos. 

O uso de gomas naturais para a purificação de proteínas era muito restrito 

(FUGITA et al, 1975; APPUKUTTAN et al, 1977). Entretanto, observa-se que nos últimos 

anos tem-se intensificado o uso de gomas naturais para o isolamento de proteínas, 

especialmente lectinas (TAVARES, 1998; GARROS-ROSA, 2000; MATOS, 2000; 

1'hIXE1RA, 2001; BRAGA, 2001; LIMA, 2002). 

TAVARES (1998) mostrou que as lectinas galactose-ligante de sementes de 

Artocarpus incisa e Artocarpus integr ifolia, que apresentam uma elevada semelhança tanto 

a nível químico e físico-químico, como a nível imunoquímico, interagem diferentemente 

com a goma de guar (Cyamopsis tetragonolobus) e goma de carolina (Adenanthera 

pavonina). 
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1.3. Síntese de Lectinas 

As lectinas são sintetizadas durante o desenvolvimento da semente, atingindo os 

seus níveis máximos na fase de quiescência. Apesar de sua síntese mostiar-se diferenciada 

em relação ás "demais proteínas cotiledonárias, uma vez que o seu aparecimento nas 

sementes imaturas é detectado algum tempo depois do início da síntese das outras 

proteínas (ETZLER, 1986; MOREIRA et al, 1991), evidências bastante convincentes 

foram acumuladas em estudos realizados nos últimos tempos de que, pelo menos do ponto 

de vista de sua biossintese, lectinas de sementes comportam-se como proteínas de reserva. 

Com  isso, vários estudos têm detalhado a localização e o mecanismo do processamento 

pós-traducional da proteína. Os estudos de elucidação das etapas envolvidas neste processo 

têm se concentrado em duas famílias, leguminosas e gramíneas. 

Como exemplo da lectina isolada da Canavalia ensiformis (ConA) observou-se que 

a mesma é sintetizada durante o processo de maturação da semente, acumulando-se nos 

corpos protéicos das células de reserva do parênquima cotiledonário (HERMAN et al, 

1985). A lectina é sintetizada no retículo endoplasmático rugoso na forma de uma pré-pró-

lectina, com um peptídeo sinal de 29 resíduos de aminoácidos, que é removido durante o 

processo de tradução e interiorização da cadeia polipeptídica no lúmen do retículo 

endoplasmático. Um oligossacarideo rico em manose é adicionado à porção mediana da 

proteína por ligação covalente ao resíduo de asparagina 153, produzindo assim o precursor 

glicosilado pro-ConA, cuja subunidade tem massa molecular aparente de 34 kDa 

(CHRISPEELS et al, 1986). A pro-ConA é transportada via complexo de Golgi para os 

corpos protéicos, onde é processada pela perda do glicopeptídeo central. Os dois 

polipeptídeos resultantes sofrem uma transposição e são então religados, originando a 

foi 	m a madura não glicosilada com 30 kDa. A adição do oligossacarídeo rico em manose é 

quem viabiliza o transporte da pro-ConA para os corpos protéicos (FAYE & 

CHRISPEELS, 1987). A existência de uma pró-lectina foi também detectada em 

Canavalia brasiliensis nos estágios iniciais de maturação da semente (ALMEIDA-SILVA, 

1986), e em Artocarpus integrifolia da família Moraceae, a jacalina é também sintetizada, 

in vivo, como uma pré-pró-lectina sofrendo ambos os processamentos, co e pós-

traducionais (YANG & CZAPLA, 1993), e pressupõe-se que essa lectina esteja localizada 

no compartimento vacuolar (PEUMANS et al, 2000). 
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Outro exemplo investigado foi a biossíntese da lectina de Phaseolus vulgaris, a 

qual ocorre em polissomos presos ao retículo endoplasmático e o processo co-traducional 

que também envolve a ligação de um oligossacarídeo rico em manose (BOLLINI, 

VITALE & CHRISPEELS, 1983). A transferência da proteína em questão, da superficie 

para o lúmen do retículo endoplasmático, é facilitada pela presença de um peptideo sinal, 

hidrofóbico, em sua porção amino-terminal. Durante este transporte, uma peptidase 

específica ligada à membrana remove o peptideo sinal, resultando na pró-lectina que após 

algumas modificações pós-traducionais é convertida na lectina nativa (HIGGINS et al, 

1983a,b). Neste caso, apesar da PHA madura ser uma glicoproteína, a glicosilação não é 

um passo obrigatório no seu transporte para os corpos protéicos (BOLLINI et al, 1985). 

Em linhas gerais, a biossíntese de outras lectinas assume um formato semelhante ao 

demonstrado acima. Algumas diferenças podem ocorrer nas subseqüentes modificações 

pós-traducionais. Como acontece com as lectinas heterodiméricas de Pisum sativum e 

Vicia faba, que são sintetizadas como pré-pro-lectinas. O processamento proteolítico 

resulta na formação de duas cadeias polipeptídicas, j3 e a, consequência da remoção do 

peptídeo sinal e transferência do polipeptideo do lúmen do reticulo endoplasmático para os 

corpos protéicos (HIGGINS cot al, 1983b). As cadeias j3 e a estão ligadas covalentemente 

na pró-lectina, de modo que a cadeia R ocupa a posição N-terminal, seguida da cadeia a 

(HEMPERLY et al, 1982). 

A ricina, lectina de Ricirzus communis, pertencente à família das euforbiáceas, 

requer um mecanismo similar aos anteriores. A seqüência de nucleotídeo do cDNA da 

lectina indica que o produto inicial da síntese da ricina contém um peptideo sinal com 24 

resíduos de aminoácidos ligados à porção amino terminal da cadeia A (OLSNES & 

KOZLOV, 2001). Durante a transferência da pró-ricina ao lúmen do retículo 

endoplasmático, o peptídeo sinal é removido e a cadeia polipeptídica é simultaneamente 

polimanosilada. A pró-ricina é então transportada para o aparelho de golgi, onde as cadeias 

oligossacarídicas sofrem algumas modificações para então seguir caminho até os corpos 

protéicos, onde o processamento por uma proteinase a converte na sua forma madura e 

ativa, contendo duas cadeias polipeptídicas separadas, A e B (OLSNES & KOZLOV, 

2001). A síntese da ricina na forma de um precursor inativo é o principal mecanismo pelo 

qual as células de Ricinus se auto-protegem da ação rRNA-N-glicosidase dessas proteínas 

(FRIGERIO et al, 1998). 
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Nas gramíneas, que foram investigadas com relação à biossíntese de lectinas (trigo, 

arroz, cevada), os dados disponíveis indicam um mecanismo básico semelhante ao que 

ocorre nas leguminosas, com algumas particularidades. Nas espécies mencionadas, após a 

remoção do peptídeo sinal no retículo endoplasmático, as pró-lectinas são glicosiladas com 

um oligossacarídeo rico em manose, mediante ligação covalente a um resíduo de ASN 

localizado em um peptideo que contém os últimos 15 resíduos da porção carboxi-terminal. 

O glicopeptideo carboxi-terminal é removido pós-traducionalmente durante o transporte da 

pró-lectina para os corpos protéicos (RA_IKHEL & LERNER, 1991). A informação do 

correto direcionamento para os corpos protéicos não reside na estrutura do oligossacarídeo, 

mas na seqüência de aminoácidos do glicopeptideo C-terminal. Uma lectina mutante de 

cevada que não possui o glicopeptideo é secretada para fora da célula, enquanto que a 

lectina com o referido peptídeo (não glicosilado) é dirigida para os corpos protéicos 

(BEDNAREK et al, 1990). 

Em estudos desenvolvidos durante o processo de germinação das sementes, dois 

comportamentos têm sido relatados: as lectinas de Lathyrus ochrus, L. odoratus e L. 

tingitamus são mobilizadas durante a germinação de maneira similar às proteínas de 

reserva dos cotilédones (ROUGE & PERE, 1983). De maneira contrária, as lectinas de 

Canavalia brasiliensis sofrem uma mobilização diferenciada em relação ás proteínas de 

reserva, uma vez que sua degradação é retardada e a sua presença pode ser detectada até a 

quase completa exaustão dos cotilédones. Tal comportamento foi verificado tanto para as 

sementes germinadas no escuro (MOREIRA & CAVADA, 1984), como no claro 

(CAVADA et al, 1990). 

De acordo com a literatura estudos envolvendo a síntese de macromoléculas e 

acúmulos de proteínas são mais facilitados quando compreendidos in vitro do que in vivo. 

A introdução de compostos chaves desses processos, a definição e controle das condições 

experimentais são todas, mais facilmente conseguidas sob circunstâncias pré-estabelecidas. 

Segundo NAKAGAWA e colaboradores (1996) calos ou suas culturas em 

suspensão constituem sistemas utilizados para pesquisas bioquímicas e fisiológicas 

envolvendo proteínas vegetais. Além disso, a cultura de células e órgãos vegetais fornece 

uma importante função como um sistema eficiente na síntese de produtos naturais em larga 

escala (BOURGAUD etal, 2001). 
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Entretanto, apenas uns poucos estudos têm sido relatados com relação às culturas 

celulares de calos de lectinas. ETZLER et al. (1984), estudando a presença de lectinas em 

calos de Dolichos biflorum, observaram que a lectina presente nos calos de hipocótilos, 

flor e raiz era diferente da lectina presente na semente, e que, apresentava propriedades 

moleculares semelhantes àquela isolada do caule e folha. De acordo com GUPTA & 

SRIVASTAVA (1998), trabalhos sobre síntese de lectinas em culturas in vitro de plantas e 

seu estudo via tecido de planta e culturas de células podem elucidar sua biossíntese. 

Culturas de tecidos vegetais estabelecidas de embriões isolados e cotilédones foram usadas 

para investigar a biossíntese da lectina de Canavalia virosa (JAYAVARDHANAN et al, 

1996). Uma lectina de Zizyphus mauritiana lamk., foi purificada do extrato de calos de 

folhas cotiledonares e do extrato totais das sementes, e ambas apresentaram a mesma 

estrutura e propriedades (GUPTA & SRIVASTAVA, 1998). NAKAGAWA e 

colaboradores (1996), investigaram algumas propriedades de duas lectinas purificadas de 

calos de Helianthus tuberosus, como um passo inicial para a compreensão das funções 

biológicas das lectinas. Através de ensaios por Western blottin foi detectada uma banda 

protéica correspondente à banda principal da lectina de cotilédones de Canavalia 

brasiliensis (SILVA et al, 2005). 

1.4. Funções e Propriedades Biológicas das Lectinas 

As lectinas isoladas de uma grande variedade de plantas têm atraído grande 

interesse devido sua notável atividade biológica. Essas proteínas que se ligam a 

carboidratos têm sido investigadas e utilizadas em várias áreas da bioquímica (YEASMIN 

et al, 2001). 

O fato das lectinas estarem amplamente distribuídas no reino vegetal, serem 

detectadas em vários tecidos e órgãos de muitas plantas e serem sintetizadas e mobilizadas 

em estágios específicos do desenvolvimento vegetal, constituem fortes evidências de que 

estas proteínas desempenham alguma(s) função(ões) relevantes na fisiologia das plantas 

onde elas são encontradas (CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991). 

Entretanto, de acordo com as últimas evidências experimentais, duas possíveis 

funções estão em maior evidência: (a) como mediadores da simbiose entre bactérias 

fixadoras de nitrogênio e raízes de leguminosas, e (b) como agentes de defesa das plantas 

contra patógenos e predadores, principalmente insetos e fungos (CHRISPEELS & 
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RAIKHEL, 1991; SHARON & LIS, 1989; PUSZTAI, 1991; PEUMANS & VAN 

DAMA, 1995). 

Na simbiose entre bactérias fixadoras de nitrogênio do gênero Rhizobium e raízes 

de Leguminosas, existem uma pronunciada especificidade entre o microorganismo e a 

planta hospedeira, de modo que uma determinada espécie de Rhizobium só é capaz de 

infectar e formar nódulos funcionais nas raízes de um número restrito de leguminosas 

(SEQUEIRA, 1978). Portanto, atribui-se as lectinas de raízes de leguminosas um papel 

importante na determinação da referida especificidade (CHRISPEELS & RAIKHEL, 

1991). 

Têm-se proposto que a função biológica de lectinas pode consistir em proteger a 

planta ou suas sementes de ataques pelos microorganismos ou insetos invasores ou 

predadores (RCTDIGER, 1998; CAMACHO BARRON & GONZALEZ DE METIA, 1998). 

A função de defesa das plantas contra o ataque de fungos e de insetos tem sido 

atribuída, principalmente, as lectinas que se ligam à quitina, um polissacarídeo de N-acetil-

glicosamina, que constitui um elemento estrutural importante da parede celular de muitos 

fungos fitopatogênicos, do exoesqueleto e do trato digestório dos insetos e da cuticula de 

nematóides (LERNER & R ATKHEL, 1992; FREIRE, 2002). As características biológicas 

destas lectinas são compatíveis com esta função. Além disso, muitas destas lectinas 

possuem uma alta toxicidade in vitro a vários insetos (CHRISPEELLS & RAIKHEL, 

1991; HUESING et al, 1991) e fungos (VAN PARIJS et al, 1991). 

Várias lectinas com atividades antifúngicas têm sido isoladas de espécies vegetais, 

sugerindo que essas proteínas podem estar envolvidas na defesa da planta, contra 

microrganismos do solo, durante a germinação que é quando a semente é mais susceptível 

ao ataque de patógenos (OLIVEIRA et al, 2002; DOES et al, 1999). 

De acordo com a literatura, as lectinas de estrutura tetramérica apresentam 

propriedades inseticidas (BARRE et al, 1996) e antifúngicas (COZIA et ai, 1993) bem 

mais potentes, pois devido à presença de multivalência há a capacidade para interagir 

fortemente com glicoconjugados complexos. 

TRIGUEROS et al. (2003) identificaram uma lectina com propriedades inseticidas, 

isolada da espécie Xerocomus chrysenteton apresentando alta atividade inseticida 

comparada a lectinas isoladas de Lathyrus ochrus ou Galanthus Nivalis, entretanto, o 

mecanismo de toxicidade desta nova lectina ainda não foi elucidado. Em outros trabalhos 
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realizados anteriormente, outras lectinas, isolada da Griffonia simplicifolia e Luetzelburgia 

auriculata, também mostrou atividade inseticida (ZHU et al, 1996; OLIVEIRA et al, 

e 	 2002). 

Nas leguminosas, a interação entre lectinas e microorganismos pode ser importante 

como um dos determinantes do tipo de relação a ser estabelecido entre o microorganismo e 

o vegetal, ou seja, saprofitismo, simbiose ou patogênese (AYOUBA et al, 1991). Por 

exemplo, a atividade hemaglutinante de várias lectinas de leguminosas específicas para 

glucose/manose ou galactose/N-acetil-galactosamina é inibida por ácido murâmico e ácido 

N-acetil murâmico, dois monossacarideos largamente distribuídas em peptideoglicanos da 

parede celular de bactérias (AYOUBA et al, 1991). Tem sido observado que algumas 

sementes excretam lectinas durante a germinação dentro do meio que a envolve 

(RÜDIGER, 1998). A lectina de sementes de soja, por exempla, além de interagir com os 

ácidos acima citados (AYOUBA et al, 1991), é exudada para o meio durante a germinação 

mostrando resistência à ação de enzimas proteoliticas do solo (CAUSSE & ROUGE, 

1983). Além disso, interage inespecificamente e de maneira não covalente com ácidos 

húmicos e argilas, os principais colóides do solo, permanecendo ainda ativa quando 

associada a essas partículas (CAUSSE et al, 1985). Assim, a lectina presente no solo em 

volta da semente em germinação ou mesmo da plântula em desenvolvimento pode exercer 

alguma função antimicrobiana, como inibição do crescimento de microorganismos 

patogênicos (CAUSSE & ROUGE, 1983). Um outro exemplo é o da seringueira (Hevea 

brasiliensis) que libera o látex, substância economicamente importante, no qual, contém 

uma lectina chamada heveína (VAN PARUS et al, 1991; GIDROL, et al, 1994). Esta 

lectina ou seu precursor, acredita-se ser a causadora de alergias à borracha, após 

observações em grupos clínicos (ALENIUS et al, 1995; BEEZHOLD et al, 1997; CHEN et 

al, 1997; RINS et al, 1997). 

Além desses prováveis papéis fisiológicos que as lectinas podem desempenhar 

dentro da planta, elas também apresentam diferentes atividades biológicas em outros 

sistemas. Essa atividade provém da sua propriedade de interagir com carboidratos, e 

aglutinar células (SWAIN, et al, 1996). Para que o processo de aglutinação ocorra, a 

lectina deve apresentar mais de um sítio de ligação para carboidratos, a fim de poder 

formar ligações cruzadas entre diferentes células. A grande maioria dos estudos sobre 

aglutinação celular tem sido realizada em células de animais, apesar de que outras 

estruturas, como vírus (S 1 hWART et al, 1973), bactérias e fungos (PISTOLE et al, 1981), 
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também podem ser aglutinados. A aglutinação é do tipo lectínica quando a mesma mostrar-

se seletivamente inibida por açúcares, indicando o envolvimento de receptores de natureza 

glicídica (LIS & SHARON, 1998). 

Devido a resíduos de carboidratos presentes na superficie das hemácias, as lectinas 

podem ser usadas para diferenciar os grupos sanguíneos, como exemplo as lectinas de 

Dolichos biflorus (DBA), Vicia villosa (VVA), Phaseolus lunatus (LBA), Glycine max 

(SBA) e Helix pomatia (HPA) que reconhecem, potencialmente, o grupo A. Aquelas 

isoladas da Griffonia sifnplicifolia I e de Ulex europeus I (UEA-I) reconhece o grupo B e 

O, respectivamente (MATSUI et al, 2001). 

A interação entre lectina e carboidrato ocorre no inicio dos eventos moleculares da 

resposta imune. Essas proteínas são, portanto, usadas como reagente policlonal para 

investigar o mecanismo molecular e controlar a ativação e proliferação de linfócitos, para 

identificar as células do sistema imune e como drogas (BAINS et al, 2005). 

As lectinas apresentam vários efeitos biológicos em células, sendo a aglutinação e a 

mitogenicidade os mais estudados. Outras atividades biológicas detectadas para algumas 

lectinas, incluem: redistribuição de componentes da superficie celular, atividade 

insulinomimética em células adiposas, toxicidade in vivo e in vitro, inibição do 

crescimento de fungos, indução da liberação de histamina, produção de interferon, inibição 

do crescimento de células neoplásicas, promoção de adesão celular, efeito 

imunossupressor, efeito inflamatório, atividade nematicida e inseticida, aumento do poder 

fagocitário por células, efeito antiinflamatório, entre outros. No entanto, essas proteínas 

exibem tais atividades diferenciadas (MOTA, 1997). Evidências sugerem, ainda, que uma 

potente função das lectinas vegetais aplica-se as bactérias. Interações entre lectinas e 

bactérias que são patogênicas ao homem, têm sido extensivamente estudadas considerando 

o seu potencial para diagnóstico (SLIFKIN, 1994). 

As lectinas com atividade mitogênica têm sido usadas para avaliar a 

imunocompetência de pacientes portadores de várias patologias e investigar o 

funcionamento do sistema imune em condições anormais (KRICKEBERG et al, 1990). 

Durante a ultima década, o interesse pelas lectinas que apresentam atividade 

anticancerigena tem aumentado. Alguns estudos sugerem que as lectinas vegetais possuem 

atividade antitumoral, ou sej a, podem ter efeito inibitório sobre o crescimento do tumor, e 
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atividade anticarcinogênica, podendo ser citado como exemplo um efeito inibitório sobre a 

indução de cancer por carcinogênese (BAINS et al, 2005). 

Várias pesquisas desenvolvidas com lectinas vegetais demonstram que essas 

proteínas são ferramentas valiosas nos eventos citotóxicos: No trabalho realizado por 

KAWAGISHI et al, (1990) foi observado que a lectina isolada de Grifolia frondosa 

apresentou atividade citotóxica para células HeLa. A lectina de Agaricus bisporus mostrou 

possuir atividade anti-proliferativa contra células HT-29 responsáveis por cancer de cólon 

em humanos (YU, et al, 1993). Poucas espécies de lectinas vegetais foram identificadas 

quanto a sua capacidade em induzir atividade de apoptose em células tumorais, podendo-se 

citar como exemplo, a lectina isolada de Viscum. álbum L. (BAN 	[EL et al, 1999; PARK et 

al, 2000). 

As lectinas têm uma capacidade adicional para diferenciar entre diferentes tipos 

celulares, inclusive células malignas e normais (REYNOSO-CAMACHO, et al, 2003). 

Trabalhos realizados, anteriormente, mostraram que células transformadas são mais, 

freqüentemente, sensíveis aos efeitos citotóxicos das lectinas que células normais 

(SCHWARTZ et al, 1999). Esta especificidade celular tem levado à numerosas aplicações 

das lectinas na área médica experimental, usando diferentes vias de administração. 

Desde que as interações mediadas por lectinas estejam envolvidas em muitos 

processos patológicos, tais como metástase de células tumorais, interação entre 

microrganismo-hospedeiro e inflamação, lectinas exógenas e carboidratos, pelo bloqueio 

dessas interações glicobiológicas, estas podem ser, potencialmente, úteis como ferramentas 

ou moduladores terapêuticos nesses processos (BRANDO-LIMA et al, 2005). 

Sabe-se, desde muito tempo, que muitas lectinas de sementes, principalmente de 

leguminosas, são reconhecidas como tóxicas para uma variedade de animais, quando 

ingeridas cruas. Ensaios alimentares com lectinas isolada de Phaseolus vulgaris e 

Phaseolus acutifolius demonstraram que a toxicidade dessas espécies pode ser atribuída a 

suas respectivas lectinas, que estão abundantemente presente nestas sementes (PUSZTAI 

et al, 1978; REYNOSO-CAMACHO et al, 2003). Esta atividade tóxica é devida à 

resistência, destas lectinas, à hidrólise enzimática no trato intestinal, e sua ligação às 

células da borda em escova do intestino, causando diversos efeitos, devido à endocitose 

que resulta num aumento da atividade metabólica e eventualmente leva à hiperplasia e 

hipertrofia do intestino delgado (PUSZTAI et al, 1990). 
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Não é dificil imaginar que o acúmulo de grandes quantidades de uma lectina que 

causa vários efeitos no intestino (além de trazer desconforto para o animal) toma o feijão 

comum e outras sementes que contenham tais lectinas antinutricionais, muito menos 

palatável para possíveis predadores. Desta forma, em vez de comerem estas sementes, eles 

procurarão (numa reação de rejeição) outras fontes de alimento (PELTA/ANS & VAN 

DA1\wIE, 1997). 

De fato, a expressão destas proteínas, moderadamente tóxicas, que causam vários 

desconfortos para os animais que as utilizam como parte de sua dieta, tem sido considerada 

como uma estratégia evolucionariamente adaptacional das plantas para garantir a 

sobrevivência das espécies (PEUMANS & VAN DAMME, 1997). 

VASCONCELOS et at (2001) realizaram um estudo nutricional com duas 

cultivares de soja (Glycine max) observando que todos os componentes em estudo 

(proteínas tóxicas e fatores antinutricionais) interferem com os parâmetros nutricionais 

e/ou tamanho de órgãos, embora as alterações biológicas tenham sido principalmente 

devido à lectina e inibidor de tripsina. Todavia estes efeitos puderam ser parcialmente 

eliminados ou inativados com tratamento térmico adequado. 

Segundo REYNOSO-CAMACHO et al, (2003) algumas lectinas são tóxicas para 

células dos mamíferos tanto in vivo como in vitro. Elas podem reduzir o crescimento e 

interferir com a absorção de nutrientes. Tais lectinas são letais se ingeridas a altas 

concentrações (SANTORO et al, 1997). 

Outras lectinas cujas toxicidades têm sido investigada são: Con A, WGA e a lectina 

de Robinia pseudoacacia, que são todas tóxicas para células de mamíferos (LIS & 

SHARON, 1981). KULKARNI & MCCULLOCH (1995) verificaram que a lectina 

Concanavalina A mostrou-se indutora de apoptose em fibroblastos humanos e de 

camundongos. Os autores propuseram que as ligações cruzadas provocadas pela lectina ao 

ligar-se nos resíduos de manose presentes nas glicoproteínas da superficie celular, podem 

servir de sinal para dar início ao processo de apoptose. Além disso, esses cientistas 

afirmam que, somado a isso, a morte celular programada deve-se também à inibição da 

síntese protéica causada por aquela proteína. Esses resultados foram similares aos 

observados por KAPLOWITZ & HAAR (1988) quando verificaram que a lectina WGA 

induzia o bloqueio do ciclo celular também em fibroblastos. Contudo, essa toxicidade é 
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bem menor do que a encontrada para ricina e abrina, lectinas pertencentes ao grupo de 

proteínas inativadoras de ribossomas (RIPs). 

As RIPs tipo 2 são conhecidas por sua ação citotóxica potente, e representam uma 

classe especial de quimerolectinas com uma toxicidade geral frente a todos os eucariontes. 

Elas inativam, cataliticamente, os ribossomas eucarióticos por clivar a ligação N-

glicosídica de um resíduo de adenina situado numa região conservada da subunidade maior 

do RNA ribossômico (rRNA). Essa depurinação do rRNA causa uma modificação 

estrutural e impede que dois fatores de elongação se ligue ao ribossomo, levando a inibição 

da síntese protéica (NIELSEN E BOSTON, 2001). 

Na última década, o interesse entre interações proteínas e carboidratos tem 

aumentado consideravelmente. As primeiras investigações entre proteínas e açúcares foram 

negligenciadas devido às investigações envolvendo peptídeos, DNA e suas interações. 

(NEUMANN, 2004). 

Até a descoberta da atividade lectínica de ligação a carboidrato, o mecanismo 

relacionado à atividade biológica de lectinas vegetais peilnanecia enigmático. Tão logo se 

tomou evidente que a atividade da lectina é baseada no reconhecimento e ligação a 

unidades de açúcares específicos, o conceito de um receptor-lectina foi introduzido para 

explicar as várias atividades de lectinas vegetais em termos moleculares. Com  o 

isolamento de muitas lectinas, recentemente, acumularam evidências que muitas das 

lectinas vegetais exibem diferenças com respeito à sua atividade biológica, relacionadas a 

células animais e humanas. Como era esperado que estas diferenças fossem intimamente 

relacionadas com a estrutura dos receptores glicanos da respectiva lectina, a necessidade 

para uma determinação detalhada da ligação específica carboidrato-lectina logo foi 

reconhecida e vários grupos de pesquisa voltaram seus esforços para a elucidação da 

especificidade fina de diferentes lectinas. Como resultado, informações detalhadas estão 

agora disponíveis no que diz respeito a especificidade para açúcar de muitas lectinas de 

plantas que são usadas como investigador molecular e/ou proteínas ativas biologicamente 

(PEUMANS & VAN DAMME, 1998). 

Embora muitas funções especificas para as lectinas tenham sido propostas, o seu 

papel endógeno ainda é motivo de especulação pela comunidade científica. 
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Receptores endógenos (ligantes a lectinas) foram isolados de sementes de Pisun 

sativum, Canavalia ensiformes, Vicia cracca, Vicia faba e Ricinus communis, mas os 

mesmos não foram caracterizados (GANSERA et al, 1979; GEBAUER et al, 1979). 

Nos anos oitenta e inicio dos anos noventa, um grupo alemão descreveu uma 

possível ocorrência de um composto endógeno ligante de lectina diante da idéia que lectina 

de legumes são proteínas vacuolares armazenadas nos corpos protéicos das sementes, 

podendo ser ligantes naturais para outros glicocompostos localizados nos corpos protéicos 

incluindo suas membranas (EINHOF'r et al, 1986; RUDIGER & SCHERCHER, 1993; 

GERS-BARLAG et al, 1993; SCHERCHER & RUDIGER, 1994; WENZEL & 

RUDIGER, 1995). Tendo em vista o que foi descrito acima, Ramos e colaboradores (2002) 

evidenciaram a interação da lectina de semente de Cratylia floribunda com moléculas 

solúveis presentes nas frações protéicas obtidas de farinha da mesma semente mostrando 

que esta interação deve ser mediada pelo sítio de ligação de carboidrato na lectina. 

Em 2002, Tavares detectou receptores endógenos de lectinas de sementes de 

Dioclea sclerocarpa a partir da cromatografla do extrato salino de cotilédones de sementes 

em coluna Sepharose 4B com lectinas glucose específicas acopladas. 

1.5. Lectinas e o Processo Inflamatório 

Segundo RANGE et al. (2001) o termo "reação inflamatória" refere-se aos eventos 

que ocorrem nos tecidos em resposta a um patógeno invasor ou á presença de uma 

substância nociva. Complementando tal definição RO1ELLI et al. (2003) afirmam que tais 

processos inflamatórios envolvem uma série de eventos que podem ser produzidos por 

vários estímulos como: agentes infecciosos, isquemia, interação antígeno-anticorpo, 

injúrias química, térmica ou mecânica. 

THANGAM & DHANANJAYAN (2003) definiram a inflamação como uma 

resposta noiuial ao tecido injuriado decorrente de trauma fisico, agentes microbiológicos, 

agentes químicos ou tóxicos. Tal reação abrange um conjunto de fenômenos que inativa ou 

destrói o agente invasor, remove substâncias irritantes e prepara o reparo tecidual 

(UNDERWOOD, 2000). É caracterizada por uma rápida infiltração para o sítio específico 

no local da lesão de células polimorfonucleares, seguida de monócitos seguido por 

linfócitos (CUZZOCREA, 2005). A migração de neutrófilos para o sítio inflamatório 
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constitui a primeira linha de defesa contra microorganismos invasores (RÜDIGER & 

GABIUS, 2001). 

CUZZOCREA (2005) afirma que nos últimos anos, tem—se obtido substancial 

conhecimento sobre a importância de mediadores e moléculas de adesão nos processos 

inflamatórios os quais finalmente resultam no recrutamento de células polimorfonucleares 

para o sítio inflamatório. 

Os processos inflamatórios ocorrem, comumente, em pessoas e animais. E algumas 

condições que estão associadas com a inflamação incluem artritre, aterosclerose, asma e 

muitas outras patologias, infecções devido a bactérias ou vírus, resposta específica imune a 

antígenos e exposição a toxinas sintetizadas por microrganismos (ROTH et al, 2003). 

Nesse processo a fagocitose mostra uma notável função de defesa contra numerosos fatores 

infecciosos e não infecciosos (POPOV et al, 1999). 

As reações inflamatórias consistem, geralmente, em reações imunologicamente 

específicas, bem como em várias reações inatas, que não têm nenhuma base imunológica. 

Essas reações são protetoras, ou seja, possuem valor em termos de sobrevivência do 

indivíduo, entretanto, se forem desenvolvidas inapropriadamente, tornam-se prejudiciais 

(RANGE et al, 2001). 

Durante a inflamação vários mediadores químicos específicos são liberados, 

dependendo do processo inflamatório. Tais mediadores incluem aminas como a histamina, 

serotonina, prostaglandinas e pequenos peptídeos tais como citocinas (COTRAN et al, 

2001). 

SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY (2004) relataram que a inflamação quando 

excessiva pode levar a uma severa injúria tecidual e causar desequilíbrio fisiológico, 

disfunção em algum órgão e morte. 

A inflamação costuma ser dividida em três fases distintas: aguda, subaguda e 

resposta imune ou crônica. Aparentemente, cada uma dessas fases é mediada por diferentes 

mecanismos (KATZUNG, 2003): Na fase aguda, observa-se uma vasodilatação local e 

aumento da permeabilidade capilar; a fase subaguda caracteriza-se por infiltração de 

leucócitos e células fagocíticas e na fase crônica ocorre degeneração tecidual e fibrose 

(ROlhLLI et al, 2003). 

21 



Int; .acluCüo 

O mecanismo da inflamação aguda envolve uma série de eventos complexos que 

incluem dilatação de arteriolas, veias e capilares com aumento da permeabilidade vascular 

com exudação de flúidos que incluem proteínas plasmáticas e migração de leucócitos para 

a área afetada (CUZZOCREA, 2005). 

Como resultado da vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular, o fluxo 

sangüíneo toma-se lento no sitio inflamatório. Essa lentidão faz com que os leucócitos 

assumam uma posição periférica, isto é, os eritrócitos são confinados a uma coluna axial 

central, deslocando os leucócitos em direção a parede do vaso que assumem uma posição 

periférica ao longo da superficie endotelial. Esse processo de acúmulo de leucócitos é 

denominado de marginação. Subseqüentemente, leucócitos individuais e depois fileiras 

deles rolam (rolling) lentamente ao longo do endotélio e aderem transitoriamente, por fim 

repousando em algum ponto ao qual eles aderem firmemente. Com  o tempo, o endotélio 

pode ser revestido praticamente de leucócitos, um aspecto chamado de pavimentação. 

Após firme adesão, os leucócitos inserem pseudópode nas junções entre as células 

endoteliais e assumem uma posição entre a célula endotelial e a membrana basal. 

Posteriormente, eles atravessam a membrana basal e escapam para o espaço extravascular. 

Os neutrófilos, monócitos, linfócitos, eosinófilos e basófilos usam a mesma via para migrar 

da circulação sistêmica para os tecidos (Figura 02) (COTRAN, et al, 2001). 
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Figura 02 — Miiltiplos processos envolvidos na migração de leucócitos através dos vasos 
sangnineos. As seguintes etapas: (1) Ativação endotelial — mediadores presentes nos locais 
inflamatórios aumentam a expressão de E-selectina e P-selectina: (2) Rollin,~ — há uma 
descendência inicial rápida e relativamente frouxa, resultando de interações de selectinas com 
seus ligantes de carboidratos: (3) Aderência firme — os leucócitos são então ativados por 
quimiocinas ou outros agentes. e (4) Transmigração — esta é mediada por interações da ICAM-
líintegrinas e PECAM-1 nos leucócitos e nas células endoteliais. Diferentes moléculas têm 
papel predominante nas distintas etapas desses processos 	selectivas no rolling: quimiocinas na 
ativação dos neutrófilos para aumentar a avidez das integrinas: integrinas na firme adesão: e 
CD3 1 (PECAM-1) na transmigração (DEOCLECLANO JUNIOR, 2005). 

A aderência e a transmigração leucocitária são determinadas basicamente pela 

ligação de moléculas de aderência complementares nas superfícies leucocitária e endotelial 

e mediadores químicos (quimioatratores e certas citocinas). Tais mediadores químicos 

afetam esses processos modulando a expressão na superfície dos leucócitos e das células 

endoteliais das moléculas de aderência. Os receptores de aderência envolvidos pertencem a 

quatro famílias moleculares — as selectinas, as imunoglobulinas, as integrinas e as 

glicoproteínas semelhantes á mucina (Tabela 01) (LUSCINSKAS, 2002). 

As selectinas são moléculas de superficie do grupo das glicoproteínas que são 

expressas nos leucócitos (L-selectiva), células endoteliais (E-selectina) e plaquetas (P-

selectinas) que se ligam a determinantes sialilados de carboidratos nas células adjacentes 

(SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004). 
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Tabela 01— Moléculas de adesão leucócito / célula endotelial 

Molécula 	Receptor no 
Endotelial 	leucócito 	 Principal função 

P-selectina 	Sialyl-Lewis X 	Rolling (neutrófilos, monócitos, linfócitos) 

PSGl:1 

E-selectina 	Sialyl-Lewis X 

ICAM-1 	CD11/CD18 
(integrinas) 

(LFA-1, Mac-1) 

VCAM-1 	a4f31 (VLA4) 
(integrinas) 

A4(37 (LPAM-1) 

GlvCam-1 	L-selectina 

CD31 	CD31 
(PECAM) 

Rolling, adesão para ativar o endotélio (neutrófilos, 
monócitos, linfócitos, células T) 

Adesão, transmigração (todos os leucócitos) 

Adesão (eosinófilos, monócitos, linfócitos) 

Linfócitos 

Migração dos leucócitos através do endotélio 

*ICAM-1, VCAM-1, e CD31 pertencem à família das imunoglobulinas; PSGL-1, 
glicoproteína ligante de P-selectina-1 (OKPALA, 2004). 

O grupo das selectinas, abrange a E-selectina, encontrada no endotélio, P-selectina, 

presente no endotelio e plaquetas e a L-selectina, presente nos leucócitos. As selectinas 

ligam-se, através de seus domínios de lectina, a formas sialiladas de oligossacarídeos (ex.: 

sialylated Lewis X), que por sua vez, estão ligadas de maneira covalente, a várias 

glicoproteínas semelhantes à mucina. As moléculas da família das imunoglobulinas 

incluem duas moléculas de adesão endoteliais: ICAM-1 (molécula de adesão intercelular) e 

VCAM -1 (molécula de adesão vasculares 1). Essas moléculas interagem com as integrinas 

encontradas nos leucócitos. As integrinas são glicoproteínas heterodimericas 

transmembranares, constituídas de cadeias alfa e beta, que também funcionam como 

receptores da matriz extracelular (CICCHE 	I I et al, 2002). 

Os sistemas que reconhecem carboidratos são componentes essenciais na interação 

célula-célula, particularmente no tocante à resposta imune inata e na inflamação 

(CROCKER & FEIZI, 1996). 

BENJAMIN et al. (1997) afirmam que o estudo da interação proteína-carboidrato 

envolvidos na migração de leucócitos durante a resposta inflamatória poderá ser utilizada 
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para identificar lectinas exógenas que apresentem características semelhantes aos efeitos 

das lectinas endógenas. Devido à função crucial das lectinas endógenas na mobilização e 

ativação de neutrófilos, o uso de lectinas exógena, como as lectinas vegetais, como 

moduladores na função dos leucócitos têm sido, frequentemente, considerado. Entretanto, 

as diferentes propriedades das lectinas de plantas na indução específica da resposta celular 

têm contribuído para o delineamento do mecanismo de sinalização da ligação celular 

inicial até a ativação intracelular e modulação da resposta leucocitária (RÜDIGER & 

GABIUS, 2001). 

Em Liabalhos realizados por LIMA et al. (1999) chegou-se a conclusão que lectinas 

vegetais podem simular lectinas endógenas dos mamíferos, e por isso, têm sido largamente 

usadas para estudar diversos processos fisiopatológicos. 

As galectinas, uma família altamente conservada de proteínas, presentes em todos 

os organismos vivos, que se ligam a glicanos, são caracterizadas pela sua capacidade de 

reconhecer seqüências de N-acetilgalactosamina, as quais podem ser demonstradas sobre a 

superficie celular glicoconjugada com N-glycanos e 0-glicanos (GABIUS, 2002). 

Todas as galectinas contêm domínios altamente conservados de reconhecimento a 

carboidrato. Até o momento, menos de 15 galectinas foram identificadas, as quais podem 

ser subdivididas em três grupos: aquelas contendo apenas um domínio de reconhecimento 

a carboidrato, aquelas que contêm dois domínios diferentes e o grupo que consiste de 

repetições não usuais estendidas e fundidas sobre os domínios de ligação (LIU E 

RABINOVICH, 2004). 

Segundo a literatura, diferentes galectinas são específicas para diferentes 

carboidratos ligantes, essa diferença está na capacidade em acomodar certos sacarideos 

ligados a galactose e poder formar seqüências regulares de complexos os quais se ligam a 

glicoconjugados multivalentes (LIU E RABINOVICH, 2004). 

A ligação da galectina aos glicoconjugados de membrana pode modular uma 

grande variedade de processos imunológicos como apoptose mediada por células-T, 

ativação e adesão celular e secreção de citocinas (RABINOVICH et al, 2002). 

SANTUCCI et al. (2003) realizando experimentos in vivo e in vitro observaram que 

o pré-tratamento com galectina-1 previne a injúria hepática e a infiltração de células T 

CD4T  na hepatite induzida em camundongos por Con A (concavalina A). Os autores 

mostraram o efeito protetor da galectina-1 neste modelo e confirmaram que a galectina-1 

25 



       

1171-7 rï<It!LtO 

          

          

atua in vivo promovendo a eliminação seletiva de antígenos ativados pelas células T e 

bloqueando a síntese de citocinas pró-inflamatória. 

BRANDO-LIMA et al. (2005) aficmam que as lectinas vegetais que se ligam a 

manose ou galactose são de especial interesse, uma vez que podem interagir com diferentes 

moléculas endógenas envolvidas na resposta imune inata e especifica. Trabalhos realizados 

anteriormente mostraram que algumas lectinas vegetais podem mimetizar lectinas 

endógenas de mamíferos, induzindo neutrófilos e a migração de células mononucleares 

tanto in vivo quanto in vitro (BENTO et al, 1993; LAVASTRE et al, 2004; SANTOS-DE-

OLIVEIRA et al, 1994). 

FREIRE et al. (2003), observam que as lectinas podem agir como potentes 

mitógenos induzindo a proliferação in vitro de linfácitos por mecanismos dependentes 

(ITO et al, 1984; BORREBACK & CARLSON, 1989). 

BARRAL-NETO et al. (1992), observaram o comportamento da proliferação de 

linfócitos e estimulação da produção de interferon-gama por diversas lectinas da subtribo 

Diocleinae e compararam com a Concanavalina A. Os resultados mostraram que todas as 

lectinas testadas são mitogênicas apresentando, no entanto, atividade diferenciada. Os 

autores também sugeriram que pequenas diferenças nas seqüências de aminoácidos 

próximos à região envolvendo a interação com açúcar poderiam afetar a especificidade fina 

de cada lectina para o mesmo receptor na membrana celular, visto que tais proteínas 

possuem a mesma especificidade glucose/manose. SHANGARY et al. (1995) purificaram 

duas lectinas de tubérculos de Arisaema consaguinem e A. curvatum pertencentes à família 

das Araceae e que se mostraram especificamente mitogênicas para células T do sangue 

periférico humano. Tal atividade foi inibida por asialofetuina de maneira dose-dependente. 

As lectinas mitogênicas ou não, têm sido bastante utilizadas como indutoras na produção 

de interferon natural, a exemplo da Dioclea grandora, mas até o momenta não está 

esclarecido o mecanismo utilizado por essas proteínas (KIYOTA, 1993). 

As mesmas lectinas estudadas da subribo Diocleinae, demonstraram que são 

capazes de estimular células in vivo nos nódulos linfóides de camundongos BALB/c. Esta 

estimulação celular é acompanhada de apoptose, inflamação e em alguns casos necrose 

endotelial (BARRAL-NETO et al, 2001). 

GOMES et al. (1994) observaram a indução da liberação de histamina por oito 

lectinas pertencentes à família das leguminosas, sub-tribo Diocleinae. Estas lectinas 
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apresentaram atividades diferentes quando comparadas a Concanavalina A, além de ter 

sido verificada a necessidade de ions cations para o melhor desempenho dessa propriedade 

biológica para a lectina de Dioclea virgata. 

Lectinas vegetais, quando administradas intraperitonealmente em animais, podem 
y 

induzir exsudação intracavitária de leucócitos, a exemplo da lectina de Artocarpus 

integrifolia (jacalina e KM), estudada SANTOS-DE-OLIVEIRA et al. (1994), 

respectivamente. Entretanto, a lectina KM+, quando injetada endovenosamente, contra um 

estímulo inflamatório administrado em cavidade peritoneal de ratos, apresentou um efeito 

antinflamatório) (SAKAMOTO et al, 1996). 

ALENCAR et al. (2003), observaram que a lectina galactose ligante isolada de 

sementes de Vatairea macrocarpa (VML), após injeção intraperitoneal em ratos induziu a 

migração de neutrófilos e células mononucleares de maneira dose-dependente, para a 

cavidade peritoneal. Também foi demonstrado que a VML exibiu uma atividade pró-

inflamatória quando dois modelos para inflamação foram utilizados: o edema de pata e a 

bolha de ar. Os resultados sugerem que a VML induz migração de neutrófilos por uma via 

indireta, mediada por macrófagos. 

BENJAMIN et al. (1997), observaram que a lectina da soja induziu reações 

inflamatórias agudas quando injetada em diferentes cavidades de rato. Esta reação foi 

caracterizada pela intensa migração de neutrófilos e extravasamento de flúido e foi inibida 

pelo pré-tratamento com glicocorticóides e, em menor extensão, por um antagonista de 

PAF (fator ativador de plaquetas) ou por um inibidor da lipoxigenase. Este efeito foi 

completamente bloqueado quando a lectina foi injetada, simultaneamente, com N-

acetilglucosamina. 

FARIAS (1995) e COSTA (1995) verificaram que as lectinas de algas Meristiella 

echinocarpa e Amanda multifida apresentaram atividade mitogênica sobre células 

mononucleares do sangue periférico humano e que as isolectinas da alga marinha 

Meristiella echinocarpa foram inibidoras do efeito mitogênico das lectinas de Phaseolus 

vulgaris (PHA) e Canavalia brasiliensis em doses bastante estimulatórias (FARIAS, 

1995). Esta atividade mitogênica pode ser afetada por alterações que ocorram na superfície 

de linfócitos e modificação química na lectina (LIS & SHARON, 1981). 

CARDENAS & FERNANDEZ (1995) observaram que a lectina obtida de sementes 

de Phaseolus vulgaris L. (PHA) apresentou uma significativa diminuição do tempo de 
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cicatrização de feridas abertas provocadas em camundongos BALB/c, quando comparado 

ao tempo de feridas não tratadas com tal proteína. Esses resultados indicam que as lectinas 

vegetais podem servir de ferramentas úteis no tratamento mais acelerado de cicatrização de 

feridas abertas ou provocadas por cirurgias pós-operatórias. 

As lectinas têm servido como ferramentas em laboratório de imunologia em virtude 

da capacidade destas para desencadear a sinalização de eventos por ligação a 

glicoconjugados sobre a superficie de células envolvidas na resposta imune (VILLALOBO 

e GABIUS, 1998). 

Como observado, as lectinas vegetais possuem diferentes atividades biológicas que 

provavelmente estejam relacionadas, também, às caracteristicas estruturais apresentadas 

por essas proteínas. Um exemplo é a lectina Con Br que, demonstrada por cristalografia, 

possui uma estrutura quaternária mais aberta quando comparada a ConA (SANZ-

APARICIO et al, 1997). Essas duas proteínas apesar de pertencerem à mesma subtribo 

Diocleinae, possuírem 99% de identidade seqüencial e mostrarem a mesma especificidade 

por açúcar (glucose/manse) apresentam efeitos biológicos diferentes. 

As lectinas, ao longo do tempo, mostraram ser excelentes ferramentas para 

investigações estruturais e funcionais de carboidratos complexos, especialmente 

glicoproteínas, e para investigações de mudanças que ocorrem sobre a superficie celular 

durante os processos fisiológicos e patológicos da diferenciação celular no câncer 

(RUDIGER, 1998). 

1.6. Glycine wightii (Aim. & Wight) Verde. 

Glycine wightii pertence à família Leguminosae, sub-família Papilionoideae, 

gênero Glycine e sub-gênero Bracteata. É uma espécie trapadeira perene, encontrada 

principalmente no leste da África, Índia e Ásia (BOGDAN, 1977; SKERMAN, 1977). No 

Brasil, é comumente chamada "soja perene". No Sul da África, a planta é conhecida como 

"olieboontjie", que em Uganda é chamada "agaba", "edila", "ekibowabowa" ou 

"kaihabukuru" (SMITH, 1966). WILLIAMSON (1955), relatou que em Malowi, as folhas 

de G. wightii são cozidas e freqüentemente utilizadas como alimento pela comunidade 

local, como suplemento alimentar. 
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Segundo VISWANATHAN et al. (2001) a presença de relativa quantidade de 

proteína e ácidos graxos é responsável pelo elevado valor nutricional das sementes de 

Glycine wightii, o que a faz ser considerada como uma  fonte alternativa de alimento para a 

dieta humana. Essas sementes são também excelentes fontes de aminoácidos essenciais tais 

como a leucina, usina, isoleucina, valina, treonina e histidina e minerais tais como 

potássio, magnésio e manganês quando comparada com outras leguminosas. 

As plantas de G. wightü possuem pequenos e finos pêlos na parte inferior das 

folhas e caules que são bem ramificados (Figura 3). Eles produzem pequenas flores que 

podem variar de coloração (branca, amarela, verde, laranja e rosa) dependendo da cultivar. 

Apresentam vagens de 4 a 5 cm de comprimento, peludas, contendo aproximadamente 3 a 

8 sementes com coloração marrom-escura (Figura 4). 

Plantas de G. wightiì são, moderadamente, resistentes a períodos de seca estão 

melhores adaptadas em áreas com índices pluvìométricos entre 750 a 1500 mm por ano. 

Nos periodos secos, crescem pouco, porém recuperam-se rapidamente quando as condições 

favoráveis são novamente estabelecidas. A temperatura ideal para o crescimento e 

produção de sementes fica entre 18 e 27 °C. Temperaturas muito baixas afetam o 

crescimento. Solos com o pH entre 6.0 e 6.5 são ideais para o cultivo (WHITEMAN, 

1980). 

A G. wightii é comumente utilizada no controle da erosão em vertentes, ao longo 

das margens de riachos e canais de irrigação. É também utilizada em consórcio com outras 

culturas para eliminar plantas invasoras e para fertilizar solos impróprios, por ser uma 

planta fixadora de nitrogênio, ela aumenta o nível de nitrogênio no solo (SKERMAN, 

1998). 
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Figura 3: Planta de Glycine ii i htii 

Figura 4: Sementes de Gl}.cine ti-rihtii 
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Z. HIPÓTESE DE TRABALHO 

Como relatado por Benjamin et al. (1997) a aglutinina da soja (SBA) é uma lectina 

isolada de sementes de Glycine max que se liga especificamente a resíduos de N-acetil-

galactosamina e galactose. Essa lectina, quando administrada em diferentes cavidades, foi 

capaz de induzir uma resposta inflamatória típica, caracterizada pela migração de 

neutrófilos, de maneira dose-dependente. 

Após o isolamento e caracterização parcial da lectina de Glycine wightii surgiu a 

indagação da possível semelhança biológica entre a lectina de Glycine wightti e a lectina de 

soja. Assim a hipótese central dessa tese é investigar: 

A LECTINA DE Glycine wightii APÓS ISOLAMENTO APRESENTARÁ AS MESMAS 

CARACTERÍSTICAS BIOLÓGICAS DA AGLUTININA DE SOJA? 

fl 
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3. OBJETIVOS DO TRABALHO BA;.,H0 

Isolar e caracterizar a lectina das sementes de Glycine wightii 

Investigar através dos ensaios biológicos de indução do processo 

inflamatório se o extrato e a lectina dessa semente, em estudo, apresentam 

potencial em induzir migração de neutrófilos na resposta inflamatória 

Caracterizar os calos induzidos a partir das sementes de Glycine wightii, 

quanto á presença da lectina e seu potencial inflamatório. 
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4. ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL 

Com o objetivo de comprovar a hipótese proposta, os seguintes procedimentos 

experimentais foram realizados: 

Obtenção e delipidação da farinha de sementes de Glycine wightii. 

Avaliação da atividade biológica do extrato total da farinha de sementes de Glycine 

wightii, através de ensaios de hemaglutinação e migração de neutrófilos. 

Avaliação da migração de neutrófilos pelo extrato total obtido de farinha de 

sementes de Glycine wightii, na presença de modulares farmacológicos. 

Isolamento e caracterização, parcial, da lectina de Glycine wightii (LGw) galactose 

ligante quanto as suas propriedades químicas e fisico-químicas. 

Avaliação do potencial pró-inflamatório da lectina isolada. 

Avaliação da migração de neutrófilos pela lectina, na presença do açúcar inibidor e 

de moduladores farmacológicos. 

Indução de calos de cotilédones e hipocótilos a partir da semente germinada de 

Glycine wightii. 

Caracterização, parcial, dos calos induzidos a partir de cotilédones e hipocótilos e 

avaliação do seu potencial pró-inflamatório. 

Investigação, por ensaios imunológicos, da síntese de lectinas nos extratos de calos 

induzidos. 

Investigação da toxicidade aguda do extrato total, lectina e calos de cotilédones e de 

hipocótilos das sementes de Glycine wightii por via intraperitonial, em camundongos. 
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5. MATERIAIS 

5.1. Material Botânico 

As sementes de Glycine wightii utilizadas neste trabalho foram coletadas na cidade 

de São Carlos no estado de São Paulo. 

5.2. Animais 

Foram utilizados Rattus norveg,icus de linhagem Wistar albina, machos, e 

camundongos do tipo BALB/C pesando entre 180 a 200 g e 18 a 25 g, respectivamente, 

provenientes do Biotério Central do Campus da Universidade Federal do Ceará, mantidos 

em repouso por no mínimo 24 horas em caixas plásticas forradas com serragem e em salas 

com controle de temperatura (23 a 25 0C) c/ livre acesso à ração e água. 

O projeto para desenvolvimento do trabalho foi avaliado e aprovado pelo comitê de 

ética em pesquisa animal da Universidade Federal do Ceará. 

5.3. Equipamentos 

Espectrofotômetro Hitachi (mod. U-2000) e Ultrospec 2000 — Amersham 

Espectropolarímetro Jasco, modelo J 720 

Centrífuga refrigerada Sorvall (mod. RC-5B) 

pH-metro micronal (mod. B-374) 

Coletores de fração — (Pharmacia — LKB Biotechnology, Uppsala, Suécia) 

Banho-maria (mod. Y28) — Grant 

Câmera de Neubauer Herka 

Microscópio (model CH2OBTMVIF200) - Olympus Optical CO., LID. Japan 

Pletysmomenter (modelo 7140, Ugo Basile, Milão, Itália) 

Câmara de fluxo laminar 

Equipamento para ELISA 

5.4. Reagentes e Drogas 

Foram utilizados carragenina (Sigma), talidomida (FUNED — Fundação Ezequiel 

Dias — Secretaria do Estado da Saúde de Minas Gerais), pentoxiflina (Laboratório 

Americano de Farmacoterapia S.A), cloreto de sódio (Reagen), Glicina (Sigma), tris 

34 



1  aerials eAlr'todos 

(Reagen), ácido cloridrico (Reagen), galactose (Sigma), manose (Sigma) para a realização 

dos ensaios. 

6. MÉTODOS 

6.1. Obtenção dos Calos de Cotilédones e Hipocótilos 

Os calos de cotilédones e de hipocótilos foram obtidos segundo metodologia 

desenvolvida por SILVA (2000). As sementes de Glycine wightii foram tratadas com ácido 

sulfúrico (P.A) por 10 minutos, lavadas exaustivamente em água destilada estéril, 

detergente e hipoclorito de sódio a 2,5%, e colocadas para germinar por 10 dias em placas 

de Petri estéreis. Em seguida, uma nova esterilização foi realizada na plántula com 

detergente, hipoclorito de sódio a 2,5% e água destilada estéril. Em câmara de fluxo 

laminar, procedeu-se a obtenção dos explantes de cotilédones e hipocótilos que foram 

colocadas em meio ágar nutritivo MS enriquecido com vitaminas e acrescido de 

reguladores de crescimento cinetina, ácido 2,4 diclorofenóxiacético (2,4-D) e uma fonte de 

carboidrato (sacarose). 

6.2. Obtenção da Farinha 

Para obtenção da farinha de sementes de Glycine wightii, sementes quiescentes, 

foram cuidadosamente descascadas e maceradas em gral com pistilo até obtenção de um pó 

bem fino. A farinha foi delipidada com hexano, seca em estufa a 37 °C e armazenada em 

frascos, hermeticamente fechados, a temperatura ambiente até seu uso posterior. 

As farinhas dos calos de cotilédones e hipocótilos foram obtidas após completa 

liofilização destes e posterior maceração em gral com pistilo. Frascos, hermeticamente 

fechados, foram utilizados para armazenar as farinhas que foram mantidas à temperatura 

ambiente. 

6.3. Isolamento da Lectina Galactose Ligante de Glycine wightii 

Após produção da farinha de sementes e delipidação foi realizada a extração com 

NaC1 0,15 M (1:10, m/v), por 3 horas, com agitação, seguida por centrifugação (8 000 x g, 
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30 min. a 4 °C), onde separou-se o sobrenadante do resíduo. O sobrenadante foi submetido 

a uma cromatografia de afinidade em coluna de goma de guar, e a fração retida (lectina) 

eluída com tampão glicina-HC1 0,1 M, pH 2,6, contendo NaCl 0,15 M. O esquema abaixo 

ilustra o protocolo de isolamento. 

Farinha 

+ NaC1 0,15 M 

+ 3 horas c/ agitaçao 

+centrihigação a 8 000 x g, 30 min, 4°C 

~e~íduo 
	

Sobrenadante 

Descartaã<_, 

Cromatografia de afinidade 
(goma de guar) 

(NaC1 0,151\'i) Glicina 0,1M pH2,6 

Pico retido 

(LGwwr) Ensaios 

Pico não retidf 

Descartado 

6.4. Ensaio de Hemaglutinação 

Os ensaios de atividade hemaglutinante foram realizados com o extrato total, pico 

retido (LGw) e com os extratos de calos de cotilédones e hipocátilos conforme 

metodologia descrita por MOREIRA & PERRONE (1977). Adicionou-se a tubos de 

ensaio, 100 µL de tampão tris-HCI 0,1 M pH 7,6 para o ensaio coro a lectina e salina 

0,15M para extrato total de calos de cotilédones e hipocótilos) em seguida 100 µL da 

amostra foi acrescentado ao primeiro tubo de ensaio e diluída duplo-seriadamente. 

Posteriormente, adicionou-se a esta diluição igual volume de uma suspensão de hemácias 

tripsinizadas a 4% (diluída em NaCl 0,15 M). Os tubos foram incubados por 30 minutos a 

37 °C, seguido por repouso de 30 minutos à temperatura ambiente e centrifugados 
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rapidamente (30 segundos), em centrifuga de bancada. Realizou-se a leitura dos tubos e os 

títulos de hemaglutinação foram calculados como sendo o inverso da maior diluição ainda 

capaz de provocar aglutinação das hemácias. 

6.5. Ensaio de Inibição da Atividade Hemaglutinante por Açúcares 

Os ensaios de inibição da atividade hemaglutinante por açúcares foram realizados 

com pico retido (LGw) conforme metodologia descrita por MOREIRA & PERRONE 

(1977). Adicionou-se a tubos de ensaio 100 µL de tampão tris-HC1 0,1 M pH 7.6, em 

seguida 100 p.L da amostra foi acrescentado ao primeiro tubo de ensaio e diluídas duplo 

seriadamente. Posterioimente, adicionou-se a esta diluição igual volume de uma solução de 

açúcar (D-manose e D-galactose, cada açúcar separadamente) 0,2 M e incubou-se em 

estufa a 37 °C por 30 minutos. A suspensão de hemácias tripsinizadas a 4% (diluída em 

NaCl 0,15 M) foi então adicionada. Os tubos foram, novamente, incubados por 30 minutos 

a 37 °C, seguidos por repouso de 30 minutos à temperatura ambiente e centrifugados por 

30 segundos. Realizou-se a leitura dos tubos e os títulos de hemaglutinação foram 

calculados como sendo o inverso da maior diluição ainda capaz de provocar aglutinação 

das hemácias. 

6.6. Termoestabilidade da Lectina 

A teunoestabilidade da lectina foi realizada utilizando solução de LGw (Pico II de 

extrato salino de sementes de Glycine wightii, eluído de coluna de goma de Guar) com 

D.O.,so. >— 1,000. A amostra foi incubada em banho-maria (mod. Y28 — Grant) às 

temperaturas de 40 e 50 °C, permanecendo em cada temperatura por 5, 10, 15, 20, 25 e 30 

minutos. Foram retiradas alíquotas correspondentes a cada temperatura e submetidas à 

avaliação da atividade hemaglutinante de acordo com o protocolo de MOREIRA & 

PERRONE (1977). 

6.7. Determinação do Teor de Umidade dos Calos de Cotilédones e Hipocótilos 

Para determinação de umidade, pesa-filtros previamente tarados, contendo 

aproximadamente 2,0 g das amostras, foram colocados em estufa a 110 °C por 24 horas. 
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Em seguida, foram deixados em dessecador, sobre sílica, até atingir o equilíbrio com a 

temperatura ambiente, sendo então pesados, e assim sucessivamente, até que os pesos 

tomaram-se constantes. O teor de umidade foi calculado pela diferença entre os pesos 

inicial e final das amostras, sendo esse valor expresso em percentagem. 

6.8. Determinação de Cinzas dos Calos de Cotiledónes e Hipocótilo 

Para a determinação do teor de cinzas, cadinhos de porcelana previamente tarados 

contendo aproximadamente 2,0 g das amos 	as foram colocados em forno mufla a 600 °C 

até completa incineração da matéria orgânica, sendo posteriormente, mantidos em um 

dessecador sobre sílica, até atingir a temperatura ambiente. Em seguida, os cadinhos foram 

pesados e o teor de cinzas calculado pela relação entre o peso do resíduo e o peso inicial da 

amostra e expresso em percentagem. 

6.9. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida 

Os experimentos envolvendo eletroforese foram todos efetuados seguindo-se a 

metodologia descrita por LAEMMLI (1970), adaptada para uso em placas verticais 

medindo 17,5 x 16,5 cm, com espaçamento de 1 mm. O gel de aplicação foi preparado de 

forma a conter 3,5% de acrilamida e 1,0% de SDS, em tampão Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8 e o 

gel de separação 12,5% de poliacrilamida e 1,0% de SDS. A mobilidade eletroforética foi 

realizada sob amperagem constante de 30 mA. 

Após corrida eletroforética, as bandas protéicas foram reveladas com prata (BLUN 

et al., 1987). O gel retirado da placa foi imerso numa solução de metanol 50% mais ácido 

acético 12% e 0,5m1 /L de formaldeído por 1 hora para fixar as bandas. Em seguida foi 

realizado um pré-tratamento utilizando etanol 50%, no qual o gel ficou três vezes por vinte 

minutos nessa solução. Após esse procedimento, utilizou-se tiossulfato de sódio 0,2g/L por 

um minuto e enxágüe três vezes por trinta segundo com água milli-Q. O gel foi colocado 

na solução de nitrato de prata (2g/L mais formaldeído 0,75m1/L) por vinte minutos. 

Novamente, o gel foi lavado com água milli-Q três vezes por vinte segundos. A revelação 

foi realizada utilizando uma solução de carbonato de sódio (60g/L) acrescida de tiossulfato 

de sódio 0,2g/L e fomialdeído (0,5m1/L). Após surgimento das bandas reveladas, lavou-se 
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o gel três vezes por vinte segundos com água milli-Q e o mesmo foi imerso em solução de 

metanol 50% acrescida de ácido acético 12% por dez minutos para parar a reação. O gel 

foi guardado em geladeira em solução de metanol 50%. 

6.10. Determinação de Carboidratos 

O teor de carboidratos foi determinado segundo metodologia descrita por DUBOIS 

et al. (1956). 

A uma alíquota de 0,5 mL da fração retida (Pico II) foram adicionados 0,5 mL de 

fenol a 5%, 2,5 mL de ácido sulfúrico concentrado e, após agitação, a mistura foi deixada 

em repouso por 15 minutos. Subseqüentemente, foi realizada a leitura da absorbância a 490 

nm. A concentração de carboidratos foi estimada com relação a uma curva padrão obtida 

com glucose. 

A lectina galactose-ligante de sementes de Glycine wightii foi investigada quanto à 

presença de carboidrato em sua estrutura utilizando o reagente de Schiff. Após 

eletroforese, o gel foi fixado em ácido acético 7,5% durante 60 minutos à temperatura 

ambiente, e então transferido para uma solução de ácido periódico 0,2% , deixando por 

cerca de 45 minutos a 4 °C. Em seguida o gel foi transferido para o reagente de Schiff, 

sendo mantido durante cerca de 45 minutos a 4 °C. O descoramento foi feito com ácido 

acético 10% (Silva-Júnior, 2001). 

6.11. Dicroismo Circular (CD) 

O espectro de dicroismo circular foi determinado para amostras da lectina nativa, 

purificada em coluna sepharose D-Gal, diluída em tris-HC1 20 mM pH 8 com NaC1 100 

mM. As medidas foram feitas em um espectropolarimetro Jasco, modelo J 720 (Jasco 

Corporation, Japão). As soluções de lectina em na concentração 0,22mg/cdT., foram 

medidas em cubetas cilíndricas de quartzo de 1 mm de caminho óptico. Os espectros foram 

gravados num intervalo de 195-250 nm à temperatura de 25 °C, com uma média de 32 

varreduras. Os espectros de CD foram obtidos numa escala de elipticidade (0) e expressos 

em ingrau, transformados em elipticidade molar [0] considerando a concentração da 

proteína (mg/mL), o caminho óptico da cubeta em cm (I). 
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6.12. Cálculo do Conteúdo de Estrutura Secundária 

Para o cálculo das frações de estrutura secundária foi utilizado o programa 

SELCON 3 — Self Consistent Method (Sreerama, et al., 1993). Para estimar o conteúdo de 

estrutura secundária pelo SELCON-3 foi utilizado um grupo de 43 proteínas denominado 

espectros de referência. 

6.13. Ensaio de Isoeletrofocalização 

Os ensaios de isoeletrofocalização foram realizados no sistema Phast System, 

utilizando o Phast gel (concentração 5%) que separa proteínas de pI 3 a 9. A lectina (500 

ug/poço) foram submetidas a focalização isoelétrica seguindo o seguinte programa: 

1) 2000 V, até atingir 75 Vh 

2) 200 V, até atingir 15 Vh 

3) 2000 V, até atingir 410 Vh. 

A corrida tomou cerca de 30 minutos, e ocorreu com 2,5 mA e 3,5 W a 15 °C. O gel foi 

revelado com nitrato de prata de acordo com a metodologia de BLUM et al. (1987). Os 

pontos isoelétricos das amostras foram determinados a partir da reta padrão obtida com os 

RFs dos marcadores de pI comerciais (Sigma). 

Marcadores: p1 

Amiloglucosidase 3.5 

Inibidor de Tripsina 4.5 

(beta)-Lactoglobulina 5.2 

Anidrase carbônica b (de eritrócito bovino) 5.85 

Anidrase carbônica b (de eritrócito humano) 6.5 

Myoglobina 6.7, 7.3 

Lectina de lentilha from Lens culinaris 8.1, 8.4, 8.6 

Tripsinogênio 9.3 
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6.14. Preparo de IgG 

Foram utilizados cinco camundongos do tipo BALB/C pesando entre 18 e 25 g, 

para a produção de anticorpos, contra a lectina isolada de farinha de sementes de Glycine 

wightii. Foram realizadas imunizações com injeção intramuscular da lectina purificada 

(1mg/mL) com adjuvante completo de Freud. Aplicou-se após 15 e 7 dias, injeções 

subcutâneas de 200 µL da LGw (dose reforço). Após a terceira dose reforço, foram 

realizadas coletas de sangue, através da órbita ocular. Os sangues foram identificados, 

incubados a temperatura ambiente por 2 horas. Os soros foram separados dos coágulos por 

centrifugação a aproximadamente 1000 rpm por 15 minutos e utilizados nos ensaios por 

ELISA. 

6.15. Teste por ELISA Indireto 

Para verificar se a lectina de Glycine wightii estava presente nos extratos obtidos da 

farinha dos calos de cotilédones e hipocótilos induzidos das sementes, anticorpos anti-

lectina foram produzidos em camundongos e submetidos ao teste de ELISA indireto 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Para esse ensaio, uma placa de ELISA com 96 

poços, foi sensibilizada com 100 µL das amostras (extratos de calos de cotilédones e de 

hipocótilos) e 100 µL da LGw (controle positivo) em cada poço. A placa foi incubada em 

estufa a uma temperatura de 37 °C por urna hora. Em seguida, foi lavada, três vezes, com 

solução salina 0,9% contendo tween-20 0,05% (solução de lavagem) e bloqueadas com a 

solução de bloqueio (solução salina 0,15 M contendo leite desnatado a 5%), por 2 horas em 

estufa a 37 °C. Após esse período de incubação, novamente três lavagens foram realizadas 

na placa e adicionados 100 µL do antissoro (obtidos dos camundongos imunizados) 

diluídos seriadamente a partir da diluição inicial de 1:10, na solução de bloqueio, nos 

devidos poços. A placa foi incubada "overnight" a uma temperatura de 4 °C. 

Posteriormente, foi novamente lavada por três vezes, e em cada poço adicionado o 

conjugado, imunoglobulinas policlonais anti-camundongos conjugadas à peroxidase, em 

uma diluição de 1:1000 diluído em solução de bloqueio e incubou-se por uma hora e meia, 

em estufa, a uma temperatura de 37 °C. Finalizado o tempo, a placa foi lavada, novamente 

por três vezes, com a solução de lavagem A reação final foi desenvolvida pela a adição de 

orthophenylenediamine (OPD) e após a placa ter sido incubada por 30 minutos a 

d 
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temperatura de 37 °C procedeu-se a leitura, cuja intensidade da reação foi avaliada 

espectrofotometricamente em um comprimento de onda de 490 nm com um micro ELISA 

espectrofotômetro BECKMAN. 

6.16. Migração de Neutrófilos para a Cavidade Peritoneal 

A LGw foi diluída em tampão Tris-HC1 0,1 M pH 7,6, estéril, em três diferentes 

concentrações: 10 µg/animal, 30 µg/animal e 60 µg/animal. Os extratos obtidos da farinha 

de semente delipidada e de calos de cotilédones e hipocótilos obtidos de sementes de 

Glycine wightii, foram diluídos em NaCl 0,15 M estéril, e injetados intraperitonealmente 

(IP) em ratos Wistar machos, pesando entre 180 e 200 g (Figura 5). Injetou-se por via 

intraperitoneal 1 mL de cada amostra, nos grupos devidamente marcados. Após 4 horas, os 

animais foram sacrificados por deslocamento cervical (Figura 6), e imediatamente, tiveram 

a cavidade peritoneal lavada com 10 mL de NaC1 0,9% heparinizada a 0,1%(v/v). 

Aproximadamente 5,0 mL do lavado peritoneal foi removido para contagem total em 

câmera de Neubauer e contagem diferencial das células. Em câmaras de Neubauer, 

procedeu-se uma diluição, partindo-se de 20 µl do lavado peritoneal de cada animal em 

380 µL de solução de Turk (15 mL de ácido acético glacial, 200 µl de azul de metileno a 

2% m/v, completando-se o volume com água destilada para 500 ml.) e a contagem 

diferencial de células foi feita através de esfregaços corados pelo método pancrômico de 

Rosenfeld (0,97 g de Giensa — azul — eosina - azul de metileno; 0,53 g May-Grünwald — 

eosina — azul de metileno e metanol q.s.p.1000 mL). 

Os resultados de cada grupo foram expressos pela média (± Desvio Padrão Médio) 

de número de neutrófilos (%). 

Cada grupo teste, foi composto de 5 animais, tomados ao acaso. O tampão Tris-HC1 

0,1 M pH 7,6 e a salina 0,15 M, ambos estéril, foram utilizados como controle negativo 

nos respectivos ensaios onde foram utilizados. Para controle positivo, foi utilizado 

carragenina na concentração de 300 µg/animal. Em alguns grupos experimentais de ratos, 

um pré-tratamento, por via oral, com 0,5 mL de talidomida e Pentoxifilina (80 mg/Kg de 

peso corpóreo, por via oral) foi realizado de acordo com a metodologia de ALENCAR et 

al. (2003) para avaliar a ação desses moduladores farmacológicos. 

Y 
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6.17. Avaliação da Migração de Neutrófilos para a Cavidade Peritoneal de Ratos 

Induzida pela Lgw Co-Injetada com o Açúcar Inibidor D-Galactose 

A capacidade de induzir a migração de neutrófilos para a cavidade intraperitoneal 

de ratos pela LGw, foi avaliado co-injetando-se a D-galactose (açúcar inibidor): 

Os animais foram divididos em grupos de 6 e receberam, por via intraperitoneal: 

1 mI. da solução contendo lectina na concentração de 60 pg.,/mL em tris-HCI 

0,1 M pH 7,6 estéril (controle positivo) 

I mI, da solução contendo lectiva na concentração de 60 ig./ml, 

previamente incubada em tampão tris-HC1 0,1 M pH 7,6 estéril contendo 

galactose nas concentrações 0,05M, 0,1 M e 0,15M. 

1 mL de tampão tris-HC1 0,1 M pH 7,6 estéril (controle negativo). 

Após 4 horas os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a avaliação 

da migração realizada como descrito anteriormente. 
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Figura 5 — Administração intraperitoneal em ratos 

Figura 6 — Sacrificio do animal por deslocamento cervical 
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6.18. Avaliação do Edema de Pata em Ratos, Induzida pela LGw 

O edema de pata em ratos foi induzido pela carragenina (300 p.g/pata), a qual foi 

injetada 0,1 mL na superficie planar da pata direita (controle positivo) em um grupo de seis 

animais (WINTER et. al., 1962). No mesmo grupo, 0,1 mL de tampão tris-HC1-0,1 M pH 

7,6 estéril foi administrado na pata esquerda (controle negativo). Um terceiro grupo 

recebeu 0,1 mL da LGw (60 p.g/pata). Os volumes das patas traseiras de cada animal foram 

medidos em mililitros (mL) usando-se um pletysmomenter (modelo 7140) de acordo com a 

metodologia descrita por FERREIRA (1979). 0 registro foi realizado antes da injeção dos 

estímulos inflamatório (tempo 0). Assim, os animais divididos em 3 grupos de 6 animais 

cada, receberam através de injeção intraplanar, os estímulos de: 

Grupos: 0,1 niL de carragenina na concentração de 300 µg/0,1 mL. de 

tampão tris-HCI 0,1 M pH 7,6 estéril (controle positivo) 

Grupo 2: 0,1 mL de LGw na concentração de 100 µg/0,1mL de tampão tris-

HC10,1 M pH 7,6 estéril. 

Grupo 3: 0,1 mL de tampão tris-HC1 0,1 M pH 7,6 estéril (controle 

negativo) 

Os volumes das patas dos animais foram avaliados 30 minutos, 1, 2, 3 e 4 horas 

após a injeção do estímulo. O edema foi calculado como a variação de volume (A de 

volume), definido como sendo a diferença entre o volume obtido antes da injeção do 

estímulo (tempo 0) e aquele determinado em um período de tempo após a injeção do 

estimulo inflamatório. 

6.19. Avaliação do Edema de Pata em Ratos, Induzida pela Lgw Co-Injetada com seu 

Açúcar Inibidor. 

Detectada a capacidade da lectina (LGw) de induzir edema de pata em ratos, esta 

foi avaliada, utilizando-se 2 grupos de 6 animais cada, os quais receberam, através de 

injeção intraplantar: 

0,1 nL de solução contendo lectina na concentração de 60 p.g previamente 

incubada (30 minutos) em 0,1 mL de tampão tris-HC1 0,1 M pH 7,6 estéril 

contendo o açúcar inibidor (D-galactose 0,1 M). 

0,1 mL de tampão tris-HC1 0,1 M pH 7,6 estéril (controle negativo). 
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A avaliação da formação de edema foi realizada como descrito no item anterior. 

6.20. Ensaio de Atividade Tóxica em Cavidade Peritoneal 

Com o intuito de verificar se a LGw e os extratos da farinha de sementes e dos calos 

de cotilédones e hipocótilos, induzidos a partir de sementes de Glycine wightti, apresentam 

atividade tóxica, camundongos swiss foram divididos em 5 grupos de 6 animais (18 a 25 

g), nos quais foram ministrados, na cavidade intraperitoneal, solução contendo a lectina e 

os extratos da farinha das sementes e dos calos. As amostras foram injetadas, por via 

intraperitoneal, em cada animal dos diferentes grupos partindo-se da dose de 60 µg/animal 

para a LGw. Cada animal recebeu um volume de 1,0 mL das respectivas amostras, sendo a 

lectina diluída em tampão tris-HCI 0,1 M pH 7,6 estéril e o extrato obtido da farinha de 

sementes de Glycine wightti em NaC1 0,15M. A solução diluente (tampão tris-HC1 0,1 M 

pH 7,6) e NaC1 0,15M serviram como controles negativos para o experimento. A atividade 

tóxica foi caracterizada pela morte do animal no período de até 48 horas após a injeção das 

amostras. 

6.21. Dados e Análises Estatísticas 

Os dados foram analisados através da ANOVA (análises de variância) seguido 

pelos testes Bonferroni e/ou teste de Student para determinar a diferença significante entre 

os grupos. Foram consideradas as diferenças para P <_ 0,05. 
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7. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

7.1. Caracterização parcial fisico-quimica e biológica do extrato da farinha de 

sementes e da lectina de Glycine wightii 

7.1.1. IsolamentQ da Lectina galactose ligante de (.Thvcitte ~g-hiti 

O isolamento da lectina galactose-ligante de sementes delipidadas de Glycine 

wightii, foi realizado em uma matriz de goma de Guar eluida com tampão glicina-HC1 0,1 

M pH 2,6 contendo NaC1 0,15 M sem adição de íons metálicos. A cromatografia de 

afinidade apresentou dois picos sendo o pico II a lectina de Glycine wightii, denominada 

LGw (Figura 7). 

MOREIRA et al. (1998) isolaram a frutalina (HL), uma lectina galactose ligante, 

presente nas sementes de Artocarpus incisa (utilizando galactomanana de Adenanthera 

pavonina), que apresenta semelhanças estruturais com outras lectinas galactose ligante, 

como a de Artocarpus integrifolia e a Artocarpus integer (ABDUL RAHMAN et al., 

2002). Ao contrário da LGw e de muitas outras lectinas já isoladas, a FTL e a jacalina têm 

capacidade de interagir também com outros açúcares estruturalmente não relacionados, 

como por exemplo a glucose e galactose (CAMPANA et al., 2001; MOREIRA et al., 

2002). 

Contrário ao relatado por LORIS et al., (1998) no qual afirmam que a atividade 

ligante a carboidratos das lectinas de leguminosas depende da presença simultânea tanto de 

cálcio quanto de íon de metal de transição, a LGw não necessitou da adição dos ions 

citados para ligar-se a galactose. Entretanto para a lectina isolada das sementes de 

Bauhinia pentandra houve a necessidade da presença de íons Ca++ e Mn++ (SILVA, et al., 

2001) assim como para a lectina de Dioclea guianensis que contém ions cálcio e 

manganês ligado próximos do sitio de ligação a carboidratos (WAH, et al., 2001). 

Com isso pode-se sugerir que os sítios de ligação a metal, conservados em muitas lectinas 

de leguminosas (LORIS, et al., 1998), pode não estar presente na LGw ou se estiver, esses 

metais estão fortemente ligados a proteína de maneira que não são perdidos no processo de 

purificação. A ausência desses sítios de ligação a metais também foi observado em duas 

proteínas isoladas de Phaseoltts vulgar is_ inibidor de a-amilase e arcelina (MORENO, et 

al., 1989; MIRKOV, et a1., 1994). 
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Figura '7: Cromatografia de afinidade, em goma de guar, de 2,0 mT  do extrato total de 

farinha de sementes delipidadas de Glycine wightii, eluida com NaC10,15M (PI) e tampão 

Glicina 0,1M em NaC1 0,15M (PII) pH 2,6 e frações coletadas de 1,0 mT  /minuto. Leitura 

em DO a 280nm 
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7.1.2. Ensaio de atividade he iaglutinante 

A atividade hemaglutinante foi realizada, em tubos, com o extrato total obtido da 

farinha de sementes delipidadas de Glycine wightii e com a LGw usando tampão Tris-HC1 

0,1 M pH 7,6. Observou-se que apenas a fração retida apresentou atividade com suspensão 

de eritrócitos humanos Al  tripsinizados a 4% cuja atividade especifica foi de 16UH/mL. 

Tal resultado só pode ser confirmado quando a leitura foi realizada após 12 horas de 

incubação a temperatura ambiente. A atividade hemaglutinante observada quando a lectina 

foi testada com hemácias não tripsinisaclas foi cerca de 50% inferior em relação à 

observada com as hemácias tratadas. Para atividade hemaglutinante observada não foi 

necessário à adição de íons metálicos. Não foi observada nenhuma inibição hemaglutinante 

quando realizou-se o ensaio de inibição por açucares. 

Semelhante a LGw, em trabalhos anteriormente realizados por HOSKINS et al. 

(1995), foi observado que a lectina de Doliehos borus (DBA) é específica para o grupo 

sanguíneo Al  do sistema ABO, sendo por isso usada para diferenciar os subgrupos Al  de 

A2. Segundo a literatura, as lectinas grupo sanguíneo específicas reconhecem, 

principalmente, os resíduos terminais não-reduzidos de a-N-acetilgalactosaminil, a-

galactosil e a-fiicosil presente nos grupos A, B e O, respectivamente. Mas muitos estudos 

usando lectina imobilizada e oligossacarídeos, estruturalmente caracterizados, indicam que 

essas proteínas podem reconhecer não apenas resíduos de monossacarídeos, mas também 

cadeias de açúcar interna mais complexas (YAMAMOTO, et al., 1998). 

Em trabalhos realizados anteriormente (SILVA et al. 2001; CARLOS, 2004) foi 

possível observar que a atividade hemaglutinante no extrato total obtido da farinha de 

Bauhinia pentandra era detectada somente após 12 horas da adição dos eritrócitos. Esses 

resultados sugerem que há uma competição entre as subunidades monoméricas e os 

oligômeros presentes no extrato, uma vez que a ligação da lectina a carboidrato é 

reversível. Após o isolamento da lectina de Bauhinia pentandra em matriz de goma de 

Guar esse tempo é reduzido para 1 hora, podendo representar um aumento na relação 

oligômero/monômero, e as moléculas protéicas ficariam passíveis de aglutinar em maior 

número, uma vez que para ocorrer hemaglutinação é necessário que a lectina apresente 

pelo menos dois sítios para carboidratos. Diferentemente da LGw, a LBp necessitou da 

adição de ions Ca' e Mn para sua atividade. 
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Assim como a LGw a lectina isolada de Sphenostyles stenocarpa não apresentou 

atividade hemaglutinante com suspensão de hemácias tripsinisadas a 2%, mas com 

suspensões de hemácias a 4% e 3%. Sugere-se que um aumento na concentração de 

hemácias possibilita uma maior probabilidade em acontecer a interação da lectina com o 

carboidrato presente na superficie da hemácia que estará mais exposto após o tratamento 

enzimático. Outras lectinas de plantas também aglutinam melhor na presença de suspensão 

de hemácias a 4% (KONOZY et aL, 2002). 

KONOZY et al. (2003) observaram que tanto o extrato total quanto a lectina 

isolada de sementes de Erythrinfa speciosa por cromatografia de afinidade em coluna de 

lactose-sepharose mostrou atividade hemaglutinante para hemácias de coelho e para todos 

os grupos sanguíneos humanos, sendo a atividade no grupo "O" menos intensa. 

Para monitorar a estabilidade térmica da LGw (DO a 280nm > 1,000) utilizou-se a 

atividade hemaglutinante frente a eritrócitos humanos Al. A proteína foi incubada em 

banho-maria (mod. Y28 — Grant) por 40 e 50 °C até 30 minutos. Foram coletadas aliquotas 

a cada 5 minutos para a realização do ensaio. As alíquotas coletadas nos respectivos 

tempos de cada temperatura foram submetidas à determinação da atividade 

hemaglutinante. Observou-se que a lectina tem reduzida estabilidade térmica, uma vez que 

perdeu aproximadamente 87% de sua atividade após 5 minutos de aquecimento a 40 °C e 

após 15 minutos foi completamente inativada. Ao ser aquecida a 50 °C por 5 minutos 

apenas 25% da atividade hemaglutinante permaneceu, sendo totalmente inativa após esse 

tempo (Figuras 8 e 9). 
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Figura 8 Tetmuoestabilidade da Lectina realizada na fração retida obtida por 

cromatografia de afinidade em goma de guar, após incubação a 40 °C por 5, 

10, 15, 20, 25 e 30 minutos. 
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Figura 9: Termoestabilidade da Lectina realizada na fração retida obtida 

por cromatografia de afinidade em goma de guar, após incubação a 50 °C 

por 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. 
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Em trabalho desenvolvido por CARLOS (2004), foi observado que a lectina de 

Bauhinia pentandra foi aquecida por 5 minutos a diferentes temperaturas e mostrou-se 

estável até 40 °C, aos 55 °C a atividade dessa proteína foi perdida em mais de 80%, sendo 

completamente inativada a partir de 70 °C. Por outro lado estes dados estão de acordo com 

SILVA et al. (2001) que demonstrou a perda de atividade desta lectina aos 80 °C. 

CARLOS (2004) relata ainda que a perda de 80% da atividade da lectina de Bauhinia 

pentandra ocorre a 10°C antes da temperatura de transição da estrutura (medida por 

dicroísmo circular), e sugere que, provavelmente, isso esteja relacionado a alterações em 

torno do sitio de ligação da proteina decorrentes do rompimento de interações fracas 

(ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas, interações de van der Waals, interações 

iônicas) devido ao aumento da energia cinética destas moléculas. 

A LGw apresentou estabilidade térmica relativamente baixa ao ser comparada com 

outras lectinas de leguminosas, que, em geral, são estáveis até 60 °C, (MACHUKA et al., 

1999; OLIVEIRA et al., 2002; SUSEELAN et al., 2002). Esses resultados assemelham-se 

aos observados por BAINS et al. (2005) ao isolaram a lectina de Sauromaturn venosum., 

uma monocotiledônea da família das Araceae, cuj a atividade permaneceu estável somente 

até 15 minutos a 55 °C, sendo totalmente perdida após essas condições. De maneira 

semelhante, a lectina, galactose ligante, isolada das folhas de Efythrina indica também 

perdeu rapidamente sua atividade quando aquecida em temperaturas acima de 50 °C 

(KONOZY et al., 2002). 

7,1.3 Eletroforese em gel de Poliacritainida 

A fim de avaliar a pureza da LGw obtida em goma de guar e estimar a massa 

molecular aparente realizou-se eletroforese em PAGE-SDS e f3-mercaptoetanol. Após 

corrida eletroforética o gel foi revelado com prata segundo metodologia de BLUM et al. 

(1987) e pode-se observar a presença de uma banda protéica bem definida cuja massa 

molecular aparente foi de aproximadamente 45 KDa (Figura 10). Estes resultados 

fornecem um indicativo de pureza da lectina. 

Em trabalhos anteriormente realizados observou-se que a SBA, denominada 

aglutinina da soja, é uma glicoproteína bem caracterizada isolada das sementes da soj a 
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(Glycine max) cuja eletroforese revelou que a mesma tem massa molecular aparente de 120 

KDa e que se trata de uma proteína tetramêrica de idênticas subunidades (30 KDa) 

(MALEK-HEDAYAT, et al,1987). 
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Figura 10: SDS-PAGE com 13-mercaptoetanol da fração retida em 

goma de guar (P M. em gel de poliacrilamida 115% cuja DO2,un„7 

1,000. A corrida eletroforética ocorreu com 30 mA.1 — marcador; 2 — 

lectina 5µL; 3 — lectina - 10µL. Padrões: BSA 66 kDa, ovoalbumina 45 

kDa, gliceraldeído-3P 36 kDa, anidrase carbônica 29 kDa, tripsinogênio 

(pãncres bovino) 24 kDa, Inibidor de tripsina 20 kDa_ a-lactoalbumina 

14,2 kDa. 
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7.1.4 Determinarão de carboidratas 

Foi realizada também a determinação de açúcar pelo método de DUBOIS et al. 

(1956) para verificar se a LGw em estudo é uma glicoproteina. Foi utilizada a D-glucose 

como padrão sendo encontrado um teor 1,49% de carboidrato na amostra analisada. Como 

o teor de carboidrato nessa lectina foi baixo uma nova eletroforese em PAGE-SDS foi 

realizada e o gel foi revelado com o reagente "PAS — stain" (Ácido Periódico/Schiff) 

indicado para glicoproteínas. Esse teste revelou a banda protéica da lectina indicando que a 

mesma possui carboidrato em sua estrutura, podendo, portanto ser considerada uma 

glicoproteina. 

Em trabalho realizado por CARLOS (2004) com a lectina de Bauhinia pentandra 

foi observado que a referida proteína também galactose ligante trata-se de uma 

glicoproteina com 13% de açúcar em sua estrutura. 

GUZMÁN-PAR1'1DA et al. (2004) após isolamento da lectina das sementes de 

Acacia constricta verificaram através de PAGE-SDS corada com "PAS-stain", a presença 

de carboidratos na estrutura da proteína. Esses resultados foram comprovados após 

determinação de carboidratos totais pelo método fenol sulfúrico cujo resultado identificou 

a presença de 7,5% de açúcar na glicoproteina isolada. Outros trabalhos realizados com 

lectinas isoladas de plantas por cromatografia de afinidade também mostraram que as 

subunidades das lectinas purificadas são glicosiladas (REYNOSO-CAMACHO, et al, 

2003; REGO et al, 2002; FREIRE et al, 2002). 

De acordo com os resultados encontrados na literatura, o teor de carboidratos 

encontrado na LGw está bem abaixo dos valores comumente encontrados para 

leguminosas que variam de 4 a 11% (CAVADA et al, 1998). Concentrações de 

carboidratos inferiores (0,35%) aos valores encontrados para leguminosas também foram 

encontrados em uma das quatro lectinas isoladas de sementes de Sphenostyles stenocarpa 

Harms (MACHUKA et al, 1999). 

7.1.5 Espectros de CD e estimativa da es t •ut€ira secundaria por dicraisma circular 

Com a lectina purificada, como descrito, na concentração de 0,22mg!dL calculada 

por DO2so,  e concentradas por dialofiltração em tris-HC1 20 mM pH 8,0 com NaC1 100 

mM em um sistema Centricon (Amicon) foi realizada medida do espectro de CD que 
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apresentou uma banda positiva em 231nm, dois mínimos negativos em 207 e 216 nm e um 

crossover negativo-positivo em 199nm (Figura 11). 

A determinação das frações de estrutura secundária foi realizada utilizando o 

programa Selcon 3 que é um programa de desconvolução, ou seja, extrai as componentes 

comuns de um grupo de espectros calculando assim suas curvas básicas. Teoricamente a 

partir da combinação destas curvas básicas pode-se obter qualquer curva contida no grupo 

de espectros. Este programa utiliza um banco de 43 proteínas que recebe a denominação de 

espectros de referência (SREERAMA, 1993). Os resultados mostraram que a LGw 

apresenta 29% de estrutura em a-hélice, 11% de (i-folha, 26% de 13-t un e 34% á de 

estrutura desordenada com um RSM de 1,2. 0 programa Cluster foi utilizado para 

classificar a LGw que é uma glicoproteina D-galactose ligante, o espectro indicou uma 

proteína a + (3. 

O programa Selcon 3 fracionou o espectro da LGw mostrando a presença de cerca 

de 30% da estrutura em a-hélice contrariando dados da literatura mostrando que na 

estrutura secundária da aglutinina de Gli'cine Mcnx (SBA) predominou estruturas em folha (3 

(CHAT1'ERJEE & MANDAL, 2003). Geralmente, os espectros de folha (3 são dificeis de 

caracterizar devido a variações na geometria estrutural da folha (3 particularmente quando 

também há a ocorrência de quantidades consideráveis de estruturas não ordenadas 

(WALLACE & JANES, 2001; SREERAMA & WOODY, 2004). 
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7.1.6 Ensaio de Isoeletrofocalização 

A lectina de Glycine wightii submetida à focalização isoelétrica mostrou 

componentes com diferentes pontos isoelétricos entre pH 6,35 a aproximadamente 7,0, 

sugerindo a existência de isoformas (Figura 12). Os resultados encontrados sugerem 

diferenças nas subunidades protéicas e cuja natureza variou de ácida a neutra nesta lectina. 

Esses valores foram semelhantes aos encontrados para as lectinas de Talisia 

esculenta (5,2 e 6,55) e Dioclea lehmanni (6,55 e 6,60) (FREIRE et al, 2002; PEREZ, 

1998). Resultados diferentes foram encontrados para as lectinas isoladas da Acacia 

constricta (vinorama), as quais mostraram padrões de pH variando de 5,5 a 8,4 

(GUZIVIÁN-PARI'1llA et al, 2004). 

Segundo OLIVEIRA et al, (2002) valores de pI (ponto isoelétrico) ácidos é 

comumente encontrado nas diversas lectinas galactose ligante tais como as isoladas das 

espécies Erythrina (BHATTACHARYYA et aI, 1986), Madura pomifera e S. japonica 

(HANKINS et al, 1988). 
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FIGURA 12: Focalização isoelétrica da lectina de Glycine wightii realizada em 

gel Phast (concentração 5%) nos programas 2000 V até atingir 75 Vh, 200V até 

atingir 15 Vh, 2000 V até atingir 410 Vh. A corrida foi realizada com 2,5 mA e 

3,5 W a 15 °C por cerca de 30 minutos. O Gel foi revelado com prata. (1 — 

marcadores. 2 — Lectina 500 µg/poço) 
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7.1.7 Avaliação da toxicidade aguda do extrato total de t iIi'c'ittc 

De acordo com a literatura, a presença de proteínas tóxicas e de outros fatores 

antinutricionais em sementes de diversas plantas tem sido conhecida á quase um século 

(CARLINI & GUIMARÃES, 1981; HERGET et a1,1990). 

Com base nessas evidências o extrato total de Glycine wightii, obtido a partir da 

farinha de sementes delipidadas em NaCI 0,15 M, foi injetado intraperitoneal em 

camundongos. Os animais foram divididos em 2 grupos de 6 camundongos cada, onde um 

grupo recebeu 1,0 mL do extrato total e o outro 1,0 mL de NaC1 0,15M (controle 

negativo). Os camundongos foram observados por 24, 48 e 72 horas, não tendo sido 

verificado a morte em nenhum grupo de camundongos que receberam as amostras citadas 

na dose administrada. 

Contrária ao observado com o extrato total de semente de Glycine wightii, a 

administração intraperitoneal, intramuscular e subcutânea do extrato total da farinha de 

sementes de Glycine max após causar dispnéia e convulsões clônico-tônicas em 

camundongos, teve efeito letal em todos os animais usados no experimento 

(VASCONCELOS et al,1994). Efeitos semelhantes aos da Glycine max, foram observados 

com o extrato total de Canavalia ensiformes (CARLINI et a!,1988). 

7.1.8 Indução da migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal de ratos pelo 

extrato total da farinha de sementes de Glycine ar•ightri 

A fim de avaliar a capacidade do extrato total obtido a partir da farinha de 

sementes delipidadas de Glycine wightii em induzir a migração de neutrófilos, ensaios 

biológicos utilizando grupos de 5 ratos Wistar macho pesando entre 180 e 200g, foram 

realizados. Inicialmente, utilizou-se 1,0 mL do extrato total e 1,0 mL das diluições 1:2 e 

1:5 do referido extrato feitas em NaC1 0,15 M estéril. Um grupo de animais foi tratado com 

carragenina (300µg/animal) — controle positivo e outro grupo com solução de NaC1 0,15 M 

estéril — controle negativo. 

Após 4 horas da administração do extrato por via intraperitoneal, os animais 

foram sacrificados por deslocamento cervical, e após injeção de 10,0 mL de solução NaCI 

0,15 M heparinizada na cavidade intraperitoneal, coletou-se aproximadamente 5,0 mL do 

60 



exsudato peritoneal, com auxilio de pipeta "Pasteur" para contagem total e diferencial das 

células. 

A injeção de carragenina produz unia reação inflamatória caracterizada pela 

síntese de mediadores químicos no fluido exsudado, incluindo prostaglandinas e 

leucotrienos, assim como, influxo significativo de leucócitos polimorfonucleares (PMNs) e 

macrófagos (MORIKAWA et al, 2003). 

Pode-se observar que o extrato total foi capaz de induzir, fracamente, a migração de 

leucócitos, seus níveis ficaram abaixo aos observados pelo controle positivo. Pode-se 

observar que do total de células exudadas, aproximadamente 70% corresponde aos 

neutrófilos polimorfonucleares que migraram e acumularam-se no sitio inflamatório em 

níveis inferiores aos da carragenina (controle positivo). Pode-se ainda verificar que ao se 

diluir o extrato total, houve um leve aumento do percentual de neutrófilos em relação ao 

número de células totais (Figura 13 e 14). Segundo COTRAN et al., 2001, o tipo de 

leucócito que migra varia com a fase da lesão inflamatória e com o tipo de estímulo. Na 

maioria das vezes, neutrófilos predominam nas primeiras 24 horas da fase aguda da reação 

inflamatória, e então são substituídos por macrófagos nas próximas 24 a 48 horas. 

Logo, pode-se sugerir que ocorreu o mecanismo de defesa inicial, caracterizado por 

migração de leucócito na contagem total. O extrato total de Glycine wightii foi capaz de 

induzir uma resposta inflamatória caracterizada por predomínio de neutrófilos nas 

primeiras 4 horas da administração. 
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Figura 13: Indução da migração de células totais para a cavidade peritoneal de ratos Wistar 

pelo extrato total obtido da farinha de sementes delapidadas de Glycine ivightii. O extrato foi 

diluído em NaC10,15M estéril que foi utilizada como controle negativo C(-). Carragenina (300 

/animal) foi usada como controle positivo — C (+). A migração foi avaliada 4 horas após a 

injeção das amostras. As medidas de mesmas letras não diferem entre si, pelo o teste de Tukey, 

ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 14: Indução da migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal de ratos Wistar 

pelo extrato total obtido da farinha de sementes delipidadas de Glycine 3vightii. O extrato foi 

diluído em NaC1 0,15 M estéril que foi utilizada como controle negativo - C(-). Carragenina 

(300 rg/animal) foi usada como controle positivo — C (+)_ A migração foi avaliada 4 horas 

após a injeção das amostras. As medidas de mesmas letras não diferem entre si, pelo o teste 

de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade. 

n 
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Com o objetivo de identificar o possível mecanismo de ação do extrato total e da 

lectina de sementes de Glycine wightii, foram utilizados os moduladores farmacológicos, 

talidomida e pentoxifilina, cujo mecanismo de ação antiinflamatório é conhecido, nos 

ensaios de migração de neutrófilos. 

Inicialmente, os animais (grupos de 5 animais) receberam por via intraperitoneal 

(i.p) 1,0 mL do extrato total das sementes de Glycine wightii, sendo urn grupo previamente 

tratado (30 minutos) com 0,5 mL de talidomida (80 mg/Kg por via oral) e outro com 0,5 

mL de pentoxifilina (80 mg/Kg por via oral). A carragenina (300 14/animal) foi utilizada 

como controle positivo e solução de NaCl 0,15 M estéril corno controle negativo. Após 

quatro horas, os animais foram sacrificados e tiveram a cavidade peritoneal lavada com 

solução de NaC10,15M heparinizada. Após o procedimento citado, procedeu-se a coleta do 

líquido peritoneal. 

Observou-se que os moduladores utilizados foram capazes de inibir, a níveis 

inferiores que aos observados para o controle negativo da migração de leucócitos para a 

cavidade peritoneal (Figura 15), não apresentando diferenças estatísticas entre si. Os 

efeitos desses moduladores na migração de neutrófilos foram semelhantes aos observados 

pela carragenina, ou seja, das células que migraram para os sítios inflamatórios, os 

neutrófilos predominaram no mecanismo de defesa (Figuras 16). 

De acordo com a literatura a talidomida (N-alfa-ftalimido-glutarimida) é um 

derivado sintético do ácido glutâmico (MARRIOT et al, 1999) com ação 

imunomodulatória e antiinflamatória que foi, originalmente, utilizada como sedativa, 

embora seja na atualidade largamente associada a propriedades teratogênicas e 

neurotóxicas (MARMOT et al, 1998 citado por FERNÁ NDEZ-MARINÉZ et al, 2004). O 

exato mecanismo de ação da talidomida ainda não é conhecido, mas as hipóteses incluem 

uma redução dos níveis de TNF-a, inibição da interleucina 12 (IL 12) e produção e co-

estimulação de linfócitos CD8 (TORANO et al, 1999). 

A pentoxifilina é uma droga que inibe a síntese de citocinas de maneira não 

seletiva. Esta droga inibe a síntese de TNF-a pelo bloqueio da transcrição clo gene 

responsável pela síntese de TNF-a. Como um inativaclor não seletivo de fosfocliesterase, 

ele aumenta os níveis de Al\Vc na célula, inibindo não somente a síntese de TNF-a mas 

também, de interleucinas: IL 1B, II.6, IL 8 (WORDLICZEC et al, 2000). 
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De acordo com os mecanismos de ação proposto para a talidomida e pentoxifilina 

pose-se sugerir, diante dos resultados obtidos, que o extrato total da farinha de sementes de 

Glycine wightii, provavelmente, exerce seu efeito inflamatório pelo aumento da liberação 

de pelo menos, TNF-a e de IL 1, uma vez que são citocinas de ação inflamatória 

(BORGES & FROEHLICH et al, 2003) e que os moduladores utilizados inibiram a síntese 

desses mediadores inflamatórios. 

~ 
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Figura 15: Efeito dos moduladores farmacológicos pentoxifilina e talidomida sobre 

a migração de células totais induzida pelo extrato total da farinha de sementes 

delipidadas. O extrato foi dissolvido em NaC1 0,15M estéril que foi utilizada como 

controle negativo - C(-). Carragenina (300 µg/animal) foi usada como controle 

positivo - C (+). A migração foi avaliada 4 horas após a injeção das amostras. As 

medidas de mesmas letras não diferem entre si, pelo o teste de Tukey, ao nível de 5% 

de probabilidade. 

66 



a 

C (-) 	 C (+) 	Ext. bruto 	ext+pentox 	ext+talid 

Amostras 

a 

1130 

90 

a 80 

70 
C 

60 

%
 N

eu
tr

óf
ilo

s  

50 

40 

30 - 

20 

10- 

0 

b 
T 

Resultados e Discussão 

Figura 16: Efeito dos moduladores farmacológicos pentoxifilina e talidomida 

sobre a migração de neutrófilos indn7ida pelo extrato total da farinha de sementes 

delipidadas de Glycine wightü. O extrato foi dissolvido em NaC1 0,15M estéril que 

fbi utilizada como controle negativo - C(-)_ Carragenina (300 µg/animal) foi usada 

como controle positivo — C (+). A migração foi avaliada 4 horas após a injeção das 

amostras. As medidas de mesmas letras não diferem entre si, pelo o teste de Tukey, 

ao nível de 5% de probabilidade. 
~ 
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7.1.9 Indução da migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal de ratos pela 

lectina galactose ligante de Glvc.inc uriglrtii 

Uma das propriedades das lectinas muito investigada tem sido a capacidade de 

estimular a proliferação de linfócitos iniciada por NOWELL em 1960 (SHARON & LIS, 

1989). Estes estudos levaram a resultados interessantes sobre a interação célula-lectina, 

demonstrando que pequenas diferenças na seqüência de aminoácidos próximos a região 

envolvendo a interação com açúcar poderiam afetar a especificidade de cada lectina para o 

mesmo receptor na membrana celular (BARRAL-NETO et al., 1992). 

A lectina galactose ligante de Glycine wightii, foi avaliada quanto a sua 

capacidade em induzir a migração de neutrófilos quando administrada por via 

intraperitoneal em ratos Wistar macho pesando entre 180 e 200g. Inicialmente, 1,0 mL da 

solução de LGw foi injetada em três doses diferentes, todas suspensas em Tampão Tris-

HC1 0,1 M pH 7,6 (1' dose: 10 4g/mL, 2' dose: 30 mg/mL, 3' dose: 60 µg/mL). Em ambos 

os casos 1,0 niL de carragenina na concentração de 3004g/animal foi utilizada como 

controle positivo. E o controle negativo foi realizado usando o 1,0 mL do tampão Tris-HC1 

0,1 M pH 7,6 estéril. Após 4 horas, os animais foram sacrificados por deslocamento 

cervical, e após injeção de 10,0 mL de NaCl heparinizada na cavidade intraperitoneal, 

coletou-se aproximadamente 5,0 mL do exsudato peritoneal, com auxilio de pipeta 

"Pasteur" para contagem total e diferencial das células. 

Foi observado que a LGw induziu a migração de células totais (Figura 17) para a 

cavidade peritoneal dos ratos. No tempo avaliado (4 horas) as células polimorfonucleares 

predominaram em relação ás demais (aproximadamente 70%), nas três doses administradas 

(Figura 18). Segundo BRANDO-LIMA et al, (2005) as lectinas vegetais que se ligam a 

manose ou galactose são de especial interesse, já que elas podem interagir com diferentes 

moléculas endógenas que estão envolvidas na resposta imunológica inata e específica. 

Além de que, a migração de neutrófilos do sangue para os tecidos é um evento que envolve 

várias etapas, em grande paire mediada por moléculas identificadas como proteínas que se 

ligam a carboidratos (CROCKER & r'EIZI, 1996; KILPATRICK, 2002; RABINOVICH, 

et al, 2002). 

68 



Resultados e Disctrsseio 

200 
180 
160 
140 
120 
100 

80 
60 
40 
20 

Figura 17: Indução da migração de células totais, in vivo, para a cavidade 

peritoneal de ratos Wistar pela lectina galactose-ligante de sementes de Glycine 

wightii. A lectiva foi dissolvida em Tampão Tris-HC1 0,1 M pH 7,6 controle negativo - 

Ct-). Carragenina (300 µg/animal) foi usada como controle positivo — C (+). As doses 

administradas foram: D1  — 10 µg: D_ — 30 µg e D3  — 60 R. A migração foi avaliada 4 

horas após a injeção das amostras. As medidas de mesmas letras não diferem entre si, 

pelo o teste de Tukev., ao nível de 5% de probabilidade. Doses (µg/animal). 
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Figura 18: Indução da migração de neutrófilos, in vivo, para a cavidade 

peritoneal de ratos Wistar pela lectina galactose-especifica de sementes de Glycine 

wightii. A lectina foi dissolvida em Tampão Tris-HC1 0,1 M pH 7,6 controle 

negativo - C(-). Carragenina (300 µg/animal) foi usada como controle positivo — C 

(+). As doses administradas foram: D1  — 10 gg; D2  — 30 )_tg e D; — 60 jig. A 

migração foi avaliada 4 horas após a injeção das amostras. As medidas de mesmas 

letras não diferem entre si, pelo o teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade. 

Doses (µg/animal). 
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A resposta inflamatória consiste no aumento da permeabilidade dos vasos 

sanguíneos levando a migração e ativação de neutrófilos polimorfonucleares (PMNs). A 

função antimicrobiana dos PMNs baseia-se na sua habilidade fagocítica e capacidade para 

liberar enzimas proteolíticas e espécies oxigênio reativa, as quais mostram uma importante 

função nos tecidos afetados durante a inflamação (SELLOUM et al, 2003). 

Os neutrófilos, inicialmente, são os tipos de células predominantes no processo 

inflamatório, considerando que os macrófagos se tomam mais abundantes depois 

(ARRUDA et al., 2003). A capacidade do neutrófilo em orientar sua locomoção ao longo 

do gradiente da molécula indutora de migração é denominada quimiotaxia; nessa situação 

os neutrófilos alteram sua forma, tornando-se morfologicamente orientados em direção ao 

gradiente, sendo a posição do neutrófilo dependente do padrão de receptor de membrana e 

da concentração de quimiocina presente no meio, implicando que essas células sejam 

capazes de detectar o gradiente através de uma resposta espacial, e não temporal (ROITT 

et al, 1999). 

Em trabalhos realizados anteriormente observou-se que a lectina de soj a (SBA), 

uma proteína presente em produtos alimentícios à base de soja crua, pode ligar-se às 

células epiteliais intestinais, sendo considerada, nutricionalmente, tóxica para a maioria 

dos animais. Esses estudos mostraram que SBA (5-200 µg/cavidade) quando injetada em 

diferentes cavidades de ratos induziu uma resposta inflamatória típica caracterizada por 

exudação dose-dependente e migração de neutrófilo 4h depois da injeção. Após 

administração intravenosa, a SBA aumentou o número de neutrófilos circulante e inibiu de 

maneira dose-dependente a migração de neutrófilo induzida por carragenina na cavidade 

peritoneal. Estes dados indicam que a lectina de soja induz reação inflamatória local mas 

tem um efeito anti-inflamatório quando presente na circulação sangüínea (BENJAMIN et 

al, 1997). 

Os resultados obtidos nos ensaios realizados com a LGw podem estar associados a 

um mecanismo semelhante aos resultados apresentados para SBA, pois a migração de 

leucócitos observada na contagem total (Figura 17 e 18) sugere ser dose-dependente e 

aumenta com o aumento da dose, sendo a dose D3 (60 µg) administrada capaz de induzir 

essa migração em níveis, estatisticamente, semelhantes aos níveis da carragenina (controle 

positivo). 
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A LGw mostrou estar envolvida no processo inflamatório e induziu a migração de 

leucócitos, pois, a migração direcionada de células sanguíneas para o tecido perivascular, é 

uma caracteristica do processo inflamatório, que tem como pré-requisito a adesão de 

leucócitos ao endotélio vascular (COLDITZ, 1985). 

Todavia na contagem diferencial de células observa-se uma migração de 

neutrófilos polimorfonucleares, estatisticamente, semelhante entre as três diferentes doses 

administradas: Dl  (10 µg), D2 (30µg) e D3 (60 µg), sendo que a dose D2 teve resultado, 

estatisticamente, semelhante ao controle positivo (carragenina) (Figura 18). Pode-se então 

sugerir que, independente das doses utilizadas nesse trabalho, os neutrófilos são ativados, 

migram e acumulam-se no sítio inflamatório após algum tempo da administração do 

estimulo. 

Outras lectinas têm apresentado resposta significativa na indução da migração de 

neutrófilos e células mononucleares. A lectina de sementes de Talisia esculenta induziu a 

migração de leucócitos para cavidade peritoneal e bolha de ar de forma dose (10-40µg) e 

tempo dependentes. Para neutrófilos a resposta máxima foi observada 16 horas após a 

injeção de lectina, enquanto o acúmulo máximo de células mononucleares ocorreu após 24 

horas, retomando aos níveis do controle após 72 horas da injeção (FREIRE etal, 2003). 

A frutalina lectina galactose ligante obtida de sementes de Artocarpus incisa é 

uma glicoproteína que apresentou atividade indutora de migração de neutrófilos in vivo, 

demonstrado nos ensaios realizados na cavidade peritoneal de ratos (ROCHA, 2003). 

A fim de avaliar a influência de carboidratos sobre a atividade pró-inflamatória da 

lectina galactose ligante de sementes de Glycine wightii, induzida na cavidade peritoneal 

de ratos, os animais receberam as amostras via intraperitoneal (i.p), cuj a concentração 

utilizada de lectina foi de 60µg/mL a qual foi, previamente, incubada com três diferentes 

concentrações de D-galactose 0,05 M, 0,10M e 0,15M por 30 minutos. Após 4 horas, os 

animais foram sacrificados por deslocamento cervical e procedida à contagem total e 

diferencial das células. 

Observou-se que ocorreu uma inibição em mais de 80% da indução na migração 

das células totais, sendo que a dose de 601.1g que foi incubada com D-galactose 0,15M 

apresentou maior inibição (Figura 19), destacando-se em relação às outras doses. Estes 
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dados sugerem que a migração de leucócitos para cavidade peritoneal induzida pela LGw 

está associado aos sítios de ligação a carboidrato. 

Ao contrário dos resultados observados pela lectina de SBA a LGw na presença 

do seu açúcar inibidor não inibiu a migração de neutrófilos no tempo e doses testados 

(Figura 20), o que leva a sugerir que o acúmulo de neutrófilos observado na indução 

causada pela LGw não é dependente de sua propriedade ligante a carboidrato nas 

concentrações testadas (BENJAMIN, et al, 1997). 

De acordo com RABINOVICH et al (2002) a migração de neutrófilos do sangue 

para os tecidos é um evento que envolve várias etapas, em grande parte é mediada por 

moléculas identificadas como proteínas que se ligam a carboidratos. 

Tem sido demonstrado que muitas lectinas de leguminosa glucose-manose ligante 

estimulam efeitos pró-inflamatórios mediados por seus sítios ligantes de monossacarídeos. 

Acredita-se que a lectina galactose específica de Vatairea macrocatpa (VML), deve 

produzir efeito similar no reconhecimento de células através de receptores distintos na 

superficie celular. Foi observada inibição na migração de neutrófilos para cavidade 

peritoneal induzida por VIv1T  , quando esta se encontrava na presença de a-D-gaiactose 

0,1M um conhecido inibidor desta lectina (ALENCAR et al, 2003). 
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Figura 19: Efeito da D-galactose sobre a migração de células totais induzida pela 

lectìna de Glycine wighüi. As medidas de mesmas letras não diferem entre si, pelo o 

teste de Tukey,  , ao nivel de 5% de probabilidade. Doses ( /animal). 
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Figura 20: Efeito da D-galactose sobre a migração de neutrófilos induzida pela 

lectina de Glycine wightii. As medidas de mesmas letras não diferem entre si, pelo 

o teste de Tukey. ao nivel de 5% de probabilidade. Doses (µg/animal) 
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Nesse contexto, as lectinas ligantes de galactose são de interesse particular. Estas 

lectinas foram identificadas em células animais como componentes da membrana de 

macrófago, linfócitos e hepatócitos (ROSEMBERG et ai,1991), também como proteínas 

solúveis em vários órgãos de muitas espécies (KOTTGEN et al, 1992). Foram investigados 

os papéis funcionais destas proteínas, e muitas delas parecem participar do sistema imune e 

eventos fisiopatológicos (KOTTGEN et al, 1992; 1EDDER et al, 1995). 

Reconhecimento de carboidrato célula-específica tem sido usado para mediar, 

pelo menos em parte, a adesão das células no endotélio vascular e a migração de leucócitos 

para tecidos inflamados. Uma lectina galactose ligante liberada por macrófago ativado foi 

identificada como um atraente especifico para neutrófilo in vivo e in vitro. Assim, estudar a 

interação de proteína-carboidrato envolvida na migração de leucócitos durante a resposta 

inflamatória seria útil para identificar lectinas exógenas que apresentem características 

semelhantes das lectinas endógenas e que minimizam o efeito da lectina endógena 

(BENJA vIIN et al, 1997). 

A lectina galactose ligante obtida de sementes de Vatairea macrocarpa induziu a 

migração de neutrófilo em ratos por um mecanismo indireto, não envolvendo os 

mediadores lipoxigenase, cicloxigenase ou fator ativador de plaquetas. Sua ação deve estar 

relacionada com mediadores pró-inflamatórios ainda não identificados. A migração 

promovida pela lectina galactose/N-acetilgalactosamina específica de Vatairea 

macrocarpa foi, parcialmente, bloqueada na presença de galactose. Estes achados indicam 

que essas lectinas podem ser usadas, como ferramentas para entender melhor os 

mecanismos envolvidos nas respostas inflamatórias (ALENCAR et al, 2003). 

O efeito de moduladores farmacológicos talidomida e pentoxifilina sobre a 

migração de neutrófilos, em ratos machos, induzida pela LGw para cavidade peritoneal, 

também foi avaliado. Os animais (grupos de 5) receberam por via intraperitoneal (i.p) 1,0 

mI da solução de lectina na concentração de 60 µg/mL suspensa em tampão tris-HC1 0.1M 

pH 7,6, sendo um grupo previamente tratado (30 minutos) com 0,5 mL de talidomida (80 

mg/Kg por via oral) e outro com 0,5 mL de pentoxifilina (80 mg/Kg por via oral). 

Pelos resultados obtidos foi possível observar que os moduladores farmacológicos 

utilizados foram capazes de reduzir, parcialmente, a migração de leucócitos causada pela 

LGw, quando comparado à migração causada pela carragenina (controle positivo) (Figura 
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21). Entretanto, observou-se que os moduladores farmacológicos utilizados não reduziram 

a migração de neutrófilos quando comparada à migração dessas células causadas pela 

lectina (60 µg/mL) e pela carragenina - controle positivo (Figura 22). 

Diante do mecanismo de ação farmacológico dos moduladores utilizados, pode-se 

sugerir que a LGw exerça sua atividade inflamatória através do aumento da síntese TNF-a 

e interleucinas. 
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Figura 21: Efeito dos moduladores farmacológicos pentoxifilina e talidomida 

sobre a migração de células totais induzida pela lectina de Glycine wighiii. As 

medidas de mesmas letras não diferem entre si, pelo o teste de Tukey, ao nível de 

5% de probabilidade. Doses (ug/animil). 
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Figura 22: Efeito dos moduladores farmacológicos pentoxifilina e talidomida 

sobre a migração de neutrófilos pela lectina de Glycine wightii. As medidas de 

mesmas letras não diferem entre si, pelo o teste de Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade. Doses (lag/animal) 
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7.1.10 Indução do edema de pata 

     

O edema de pata foi induzido em ratos, machos (180 — 200 g), divididos em 

V 

0 

subplantar da solução de lectina de Glycine lvightii (60 µg) em tampão tris-HCI 0,1M pH 

7,6 estéril (controle negativo), carragenina (controle positivo) e LGw previamente 

incubada com D-galactose 0,15M. Os grupos receberam as seguintes soluções: grupo 1 

tampão tris-11C1 0,1M pH 7,6, grupo 2 carragenina 1%., grupo 3 LGw 60 tigttnL, grupo 4 

lectina 60 . g/mL + D-galactose 0,15M 

A lectina galactose-ligante de sementes de Glycine wightii induziu edema de pata 

em ratos Wistar com pico máximo entre 2 e 3 horas após a injeção subplantar (Figura 23). 

O edema induzido pela a LGw foi semelhante aquele apresentado pela carragenina usada 

como controle positivo e 5 vezes maior que o edema induzido pelo controle negativo nas 

primeiras 2 horas. Quanto a lectina que foi previamente incubada com a D-galactose 

0,15M o edema induzido pela LGw foi inibido consideravelmente, em tomo de 55% 

(Figura 24). Este resultado sugere que parte da ação na indução do processo inflamatório 

da LGw em provocar o edema está associado aos sítios de ligação a carboidrato. 

Semelhantes resultados foram obtidos por FREIRE et al. (2003) com a lectina 

isolada de sementes de Talisia esculents manose específica, onde uma fraca inibição do 

edema de pata foi observada quando a lectina foi administrada junto com D-manose 0,1 M, 

entretanto, não foi observada a redução do edema quando a lectina foi incubada com D-

glucose ou D-galactose. Resultados semelhantes foram encontrados para lectinas isoladas 

das sementes de Artocarpus integrifólia (SANTOS-DE-OLIVEIRA et al., 1994) e 

Erythina velutina (MORAES et ai.1996) testadas em ratos. 

De acordo com BENTO et al. (1993) é provável que diferentes afinidades das 

lectinas por carboidratos presentes na superficie celular possam estar envolvidas na 

migração de neutrófilos. O efeito inibitório do carboidrato injetado juntamente com a 

lectina mostrou que os efeitos pró-inflamatórios dessas proteínas estão claramente 

relacionados à sua propriedade de ligar-se especificamente a açúcar. 
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Figura 23 — Indução do edema de pata em ratos Wistar pela lectina galactose-específica de 

sementes de Glycine wightii. A lectina foi dissolvida em tampão tris-HC1 0,1M pH 7,6 que foi 

utilizado como controle negativo - C(-). Carragenina (1%) foi usada como controle positivo —

C (+). As amostras administradas foram: tampão tris-HC1 0,1M pH 7,6; carragenina 1%; 

lectina - 60µg (LEC) e lectina - 60µg + D-galactose 0.15 M (LECT+GAL). O edema foi 

avaliado 1, 2, 3, 4 e 24 horas após a injeção das amostras. As medidas de mesmas letras não 

diferem entre si, pelo o teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade. Neste gráfico o teste 

de Tukey foi usado para avaliar médias de edema nos vários tempos para cada grupo. 
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Figura 24 — Indução de edema de pata em ratos Wistar pela lectina galactose-específica de 

sementes de Glycine wightii. A lectina foi dissolvida em tampão tris-HC1 0,1M pH 7,6 que foi 

utilizado como controle negativo - C(-). Carragenina (1%) foi usada como controle positivo — C 

(+). As amostras administradas foram: tampão tris-HC1 0,1M pH 7,6; carragenina 1%; lectina -

60pg (LEC) e lectiva - 601.1g +D-galactose 0.15 M (LECT+GAL). O edema foi avaliado 1.2.3, 4 

e 24 horas após a injeção das amostras. As medidas de mesmas letras não diferem entre si, pelo o 

teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. Neste gráfico o teste de Tukey foi usado para 

avaliar médias de edema nos 5 grupos para cada tempo. 
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NOGUERA et al. (2004) afirmam que a injeção intraplanar de carragenina em 

ratos leva a edema de pata, no qual há na primeira fase liberação concomitante de 

histamina, serotonina e cinina e na segunda fase aumento na síntese de prostaglandinas, 

radicais livres derivado do oxigênio, produção de ciclooxigenase induzida e ativação e 

infiltração para o local. 

O edema surge como conseqüência de vários eventos que ocorrem durante a 

inflamação aguda caracterizada por alteração vascular levando a um aumento do fluxo 

sangüíneo, aumento da permeabilidade e migração de leucócitos. Os sinais cardinais são: 

dor, calor e rubor. O aumento da permeabilidade causado pela inflamação permite o 

extravasamento de um líquido rico em proteínas para o interstício. Este fato gera o 

acúmulo de líquido no interstício promovendo o edema. Além disso, ocorre vasodilatação a 

qual leva ao aumento do fluxo sanguíneo caracterizando o calor e o rubor (ROITT et al., 

1999). 

De acordo com SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY (2004) o edema, um dos 

sinais da inflamação, é causado por um fluxo transvascular de um flúido rico em proteínas 

do compartimento intravascular para o interstício como resultado da ação de histamina, 

bradicinina, leucotrienos, sistema complemento, substância P e fator ativador de plaquetas 

(PAF). 

UENO et al. (2000) afirmam que a injeção intraplanar na pata de rato induz a 

liberação de bradicinina, a qual induz a biossíntese de prostaglandina e outros autocóides, 

os quais são responsáveis pela formação do exudato inflamatório. Além disso, no modelo 

de edema de pata induzido pela carragenina, a produção de prostanóides ocorre no soro 

durante a expressão de ciclooxigenase-2 (COX-2) por um mecanismo feedback positivo 

(NANTEL, et. al., 1999) 

E, 

7f 

Segundo SELLOUM et al. (2003) a fase inicial do edema induzido pela 

carragenina está relacionada à síntese de mediadores inflamatórios tais como o ácido 

aracdônico e seus metabólitos. Entretanto, nas fases mais avançadas da resposta 

inflamatória têm-se uma ligação entre a migração de neutrófilos para os sítios 

inflamatórios onde ocorrerá a liberação de enzimas proteolíticas e espécies oxigênio 

reativa (CUZZOCREA et ai., 1998). 
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A migração de neutrófilos promovida pela lectina galactose/N-acetilaalactosamina 

específica de Vatairea macrocarpa observada em cavidade peritoneal, também foi 

observado através do edema de pata de ratos Wistar. Os resultados sugerem que a 

migração induzida por esta lectina ocorre por um mecanismo indireto mediado por 

macrófago (ALENCAR et al., 2003). 

7.1.11. Avaliação da toxicidade aguda pela lectina da farinha de serventes de Giveinc 

i righu ti 

A LGw diluída em tampão tris-HC1 O,1M pH 7,6 foi injetada por via 

intraperitoneal, na concentração de 60µg/animal, em camundongos. Os animais foram 

divididos em 2 grupos de 6 camundongos cada, onde um grupo recebeu 1,0mL da lectiva e 

outro 1,0mL do tampão tris-HCl 0,1M pH 7,6 (controle negativo). Os camundongos foram 

observados por 24, 48 e 72 horas, não tendo sido verificado a morte em nenhum grupo de 

camundongos que receberam as amostras citadas na dose administrada. A partir desse 

experimento podemos sugerir que LGw não apresenta toxicidade na concentração testada. 

A LGw, uma lectina galactose ligante, com relação à toxicidade, difere de outras 

lectinas vegetais galactose ligante identificadas como tóxicas, como por exemplo lectinas 

de Abrus pulchellus, que é fortemente inibida por galactose e açúcares derivados e que são 

altamente tóxicas (RAMOS et al., 1998). A especificidade por galactose tem sido uma 

caracteristica muito preservada nas RIPs tipo II, e a funcionalidade de seus sítios ligantes 

de carboidratos têm-se mostrado essencial para a internalização da toxina e endereçamento 

dentro da célula eucariótica (LORD et al., 1994). 

r- 
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7.2. Caracterização química e biológica dos calos obtidos a partir de cotilédones e 

hipocótilos de sementes de Glycine wightii 

A fim de caracterizar os calos de cotilédones e de hipocótilos obtidos a partir das 

sementes de Glycine wightii e avaliar se a lectina (LGw) estava sendo sintetizada nos calos 

induzidos alguns testes foram realizados: 

7.2.1 I'ieterminação de umidade 

A determinação do teor de umidade presente nos calos de cotilédones e de 

hipocótilos foi realizada partindo de aproximadamente, 2,Og de amostra. Os calos de 

cotilédones e de hipocótilos utilizados foram já estabelecidos de uma terceira geração, 

conforme metodologia descrita por SILVA (2000). Obteve-se para os calos de cotilédones 

um percentual de 95,3% e para os calos de hipocótilos 95,7% de umidade. 

7.2.2 Determinação de cinzas 

Utilizando-se 2,0g de calos de cotilédones e hipocótilos já estabelecidos SILVA 

(2000) foi feita à determinação do teor de cinzas. Obteve-se para os calos de cotilédones 

um percentual de 0,64% e para os calos de hipocótilos 0,47% de cinzas. 

7.2.3 Determin ão de carboidratos 

A determinação do teor de carboidrato nos extratos totais dos calos de cotilédones e 

de hipocótilos liofilizados foi realizada pelo método fenol-sulfízrico (DUBOIS et al., 

1956), tendo sido determinado para os calos cotiledonares um teor de 7,98% e para os 

calos de hipocótilos 7,4%. 

7.2.4 Isolamento da lectina 

A fim de investigar se a lectiva presente nas sementes de Glycine wightii estava 

presente nos calos de cotilédones e hipocótilos, foi realizado cromatografia de afinidade 

em goma de Guar dos extratos totais obtidos a partir dos calos liofilizados, mas nenhum 

pico ficou retido. Sugere-se com isso que a lectina ou não foi sintetizada, ou está presente 
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em quantidades insuficientes ou ainda, está presente na forma de pré-pró-lectina (SILVA, 

2001), não permitindo que os sítios de ligação a carboidratos da lectina estejam expostos 

nos extratos utilizados, como ocorre no extrato total obtido a partir de Morus sp. 

(YEASMIN et ai, 2001). 

SIRCAR et al. (1985) relataram que os calos obtidos de hipocótilos de Canavalia 

glatiata, após diversos subcultivos mostram a ausência da lectina (Con A). Nesta 

conclusão inicial, é sugerido que os calos não tem totipotência para a produção de RNAm 

(RNA mensageiro) da Con A. 

A cultura de tecidos também tem sido utilizada para avaliar a síntese de substâncias 

naturais com conhecida propriedades farmacológicas. Com  esse objetivo, PASQUA et al., 

(2003), investigando a síntese de hipericina, hiperforinas e flavonóides em calos e culturas 

em suspensão de Ilypericum perforatum cv. Topas, observaram que a hipericina, utilizada 

no tratamento da depressão leve não foi sintetizada nas culturas analisadas, e sugeriram 

que as enzimas envolvidas na síntese e dimerização, desse metabólito, estão ausentes. 

7.2.5 Determinação da atividade hemaglutinante 

A avaliação da atividade hemaglutinante foi realizada no extrato total dos calos de 

cotilédones e de hipocótilos, usando um painel de eritrócitos do sistema ABO e de coelho. 

A atividade foi realizada com eritrócitos não tratados, com eritrócitos tratados com tripsina 

e bromelaína, não tendo sido observado nenhuma atividade com nenhuma das hemácias 

testadas. 

2.6 Detecção da presença de lectinas nos estratos de calos de cotilédones e 

hipocótilos par ELISA (Enzyme Linked tinmunosorbent Assay) 

A fim de verificar se a lectina de Glycine wightii estava presente nos extratos de 

calos de cotilédones e hipocótilos foram realizados ensaio imunológico por ELISA 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), utilizando anticorpos contra a LGw produzido 

em camundongos. Os resultados mostraram que a lectina está presente em pequenas 

quantidades, apenas no extrato dos calos cotiledonares, numa concentração de 

aproximadamente 7%. 
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Os resultados encontrados estão de acordo com o trabalho realizado por SILVA et 

al, (2005), no qual foi demonstrado que a lectina dos calos cotiledonares de Canavalia 

brasiliensis foi sintetizada em pequenas quantidades, sendo detectada apenas por ensaios 

de Western blotting e que a mesma vai desaparecendo à medida que os calos são 

subcultivados. 

A não detecção da lectina no extrato dos calos de hipocótilos sugere que a mesma 

pode estar realmente ausente, em concentrações não detectáveis e cuj a estrutura não seja 

idêntica a estrutura da lectina isolada, o que dificulta sua identificação por métodos 

imunológicos. 

7.2.7 Migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal 

Os calos, obtidos a partir de sementes de Glycine wightii, foram avaliados com 

relação a sua atividade inflamatória. Foram utilizados extratos 1:5 m/v (em NaC1 0,15 M) 

obtidos das farinhas dos calos de cotilédones e hipocátilos liofilizados. Os animais (grupos 

de 5 ratos machos) receberam por via i.p. 1,0 mL dos extratos obtidos. A solução de NaC1 

0,15 M estéril foi utilizada como controle negativo e a carragenina como controle positivo. 

Pode-se observar que tanto os extratos dos calos cotiledonares como os de hipocótilo da 

referida semente, foram capazes de induzir, fracamente, a migração de células totais para a 

cavidade peritoneal (Figura 25). Os calos de hipocótilos mostraram efeito inflamatório, 

discretamente, maior quando comparado com o efeito causado pelos calos cotiledonares na 

indução de leucócitos na contagem total. Na migração de neutrófilos polimorfonucleares 

observou-se que em ambos os extratos utilizados, essas células (neutrófilos) 

predominaram, ocorrendo migração em níveis próximos aos observados pelo controle 

positivo (carragenina), não se diferenciado estatisticamente entre si (Figura 26). A 

concentração de proteínas baseada na DO a 280nm, injetada por grama de peso corpóreo 

nos animais foi de aproximadamente 10µg/Pcorpóreo. Pode-se sugerir que a LGw sej a 

sintetizada em quantidades menores nos calos cotiledonares, o que determina menor efeito 

inflamatório observado na contagem de leucócitos. 

Em trabalho realizado por SILVA et al. (2005) observaram que a lectina de 

Canavalia brasiliensis era sintetizada nos calos induzidos a partir de cotilédones da 

referida semente em baixas concentrações. 

87 



Por outro lado, esses resultados podem estar relacionados com outro composto 

presente nos calos, uma vez que não foi possível isolar a lectina nesses calos. 

De acordo com TOKER et al. (2003), a cucurbitacina B é uma substancia com 

propriedade antiinflamatória sintetizada na Ecballium elaterium, e que foi sintetizada 

apenas nos primeiros calos obtidos a partir de caules e folhas da referida planta em 

quantidades muito pequenas. 

POPOV et al. (1999), demonstraram que os polissacarídeos de calos obtidos de 

Silene vulgaris podem ser usados como substância imunoativa, pois foram capazes de 

estimular macrófagos através de diferentes mecanismos. 
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Figura 25: Indução da migração de células totais para a cavidade peritoneal 

de ratos Wistar pelos extratos de calos induzidos a partir de cotilédones e 

hipocótilos de sementes de Glycine wightil na concentração de 1:15. Os 

extratos foram feitos em solução de NaC1 0,15M estéril que foi usada como 

controle negativo - C(-}. Carragenina (300 µg/cavidade) foi usada coma 

controle positivo — C (+). A migração foi avaliada 4 horas após a injeção das 

amostras. As medidas de mesmas letras não diferem entre si, pelo o teste de 

Tukey, ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 26: Indução da migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal de 

ratos Wistar pelos extratos de calos induzidos a partir de cotilédones e 

hipocótilos de sementes de Glycine wightii na concentração de 1:15. Os 

extratos foram feitos em solução de NaC1 0,15M estéril que foi usada como 

controle negativo - C(-). Carragenina (300 µg/cavidade) foi usada como 

controle positivo — C (+). A migração foi avaliada 4 horas após a injeção das 

amostras. As medidas de mesmas letras não diferem entre si, pelo o teste de 

Tukey, ao nível de 5% de probabilidade. 
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7.2.8 Avaliação da toxicidade aguda pelos extratos totais obtidos da farinha de calos 

de cotilédones e hipoc©tílos de sementes de Glycine irightti 

O extrato da farinha de calos induzidos a partir de cotilédones e hipocátilos de 

sementes de Glycine wightii em NaC1 0,15 M foi injetado por via intraperitoneal, na 

concentração de 1:5 (miv), em 2 grupos de camundongos, tendo cada um dos grupos 6 

animais. Os camundongos foram observados por 24, 48 e 72 horas, não tendo sido 

verificado a morte em nenhum grupo de camundongos que receberam as amostras citadas 

na dose administrada. A partir desse experimento podemos sugerir que o extrato da farinha 

de calos induzidos a partir de cotilédones e de hipocótilos de sementes de Glycine wightii 

não apresenta toxicidade na concentração testada. 

Ao contrário do trabalho realizado por SATO et al. (1993) trabalhando com 

culturas de suspensão celular, obtidas a partir de calos cotiledonares de Canavalia 

ensiformes, conseguiram detectar a canatoxina (CNTX), uma proteína tóxica que induziu 

convulsões e morte em camundongos. 
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8. CONCLUSÃO 

A lectina isolada das sementes de Glycine wightii (LGw) é uma glicoproteína 

ligante a D-galactose, que apresenta atividade hemaglutinante para eritrócitos humanos 

tripsinizados do grupo A1, não necessitando da adição de cations bivalentes. Mostrou baixa 

estabilidade térmica, perdendo totalmente a atividade quando aquecida a 40°C por 15 

minutos. Apresenta estrutura secundária, predominantemente, em 13-conformação (40 %) e 

ponto isoelétrico em pH variando de 6,55 a 7,0, sugerindo a existência de isofoiinas. 

A LGw não apresenta toxicidade aguda na concentração administrada 

(60p.g/animal). Induziu edema de pata que foi, significativamente, reduzido quando a 

administração foi realizada com açúcar inibidor (D-galactose), reduzindo também a 

migração de neutrófilos em cavidade peritoneal de ratos, provavelmente por aumentar a 

liberação de TNF-a e interleucinas. 

A LGw foi identificada em baixas concentrações apenas nos calos cotiledonares, 

quando pesquisada nos extratos de calos de cotilédones e de hipocótilos, por técnicas 

imunológicas de reação antígeno-anticorpo (ELISA). A mesma não mostrou nenhuma 

atividade hemaglutinante com eritrócitos de coelho e humano e não se ligou a coluna 

cromatográfica testada. O efeito inflamatório observado foi bem inferior ao observado pela 

lectina isolada da semente. 
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