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ConA

Atividade hemaglutinante específica adquirida atra-
no de UHvês da fórmula: AHE

Concanavalina A

mg de proteína

-^
^^ssi:

EDTA Acido etileno diamino tetra-acético

ET Extraio.-total ou proteínas totais obtidas das se-

mentes de Lablab p^irpureus por extração com PBS

FO-30 % Fração do ET precipitada com sulfato de amónio com

30 % de saturação

F30-40 % Fração do ET precipitada com sulfato de amónio no

nível de saturação entre 30 e 40 %

F40-50 % Fração do ET precipitada com sulfato de amónio no

nível de saturação entre 40 e 50 %

-•^

FO-50 % Fração do ET precipitada com sulfato de amónio com

50 % de saturação

F50-70 % Fração do ET precipitada com sulfato de amónio no

nível de saturação 50 e 70 %

F70-90 % Fração do ET precipitada com sulfato de amónio no

nível de saturação 70 e 90 %

-^-

^
"it'
.-.»;,
•s: "ï^

I50%

^G,

Menor concentração de um açúcar capaz de inibir
50 % de hemaglutinação

Imunoglobulina G, subclasse gama-1

xii
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OVA
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Imunoglobulina E

Ovalbumina

PBS Tampão fosfato de potássio 0,025 M contendo NaCl
0,15 M e pH 7,4

PCA Anafilaxia cutânea passiva

^,,
sv.

Pico I Primeiro pico obtido através de cromatografia em
Sephadex G-10 O

Pico II Segundo pico obtido através de cromatografia em
Sephadex G-100

SDS Dodecil sulfato de sódio

UH Unidade de hemaglutinação definida como a menor
quantidade de amostra por ml capaz de dar uma for-
te reação de hemaglutinação de 2 + (50 %)
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O extrato total obtido de sementes de feijão man-
galo (L.ablab purpureus) apôs extração da farinha das sémen-.
tes com PBS apresentou atividade hemaglutinante. Pelas ca-
racterísticas da inibição da atividade hemaglutinante por
carboidratos específicos foi atribuída a uma lectina a in-
dução desta atividade. Tentativas de purificação da lectina
foram feitas através do fracionamento com sulfato de amô-

nio e cromatografia em gel de Sephadex G-100.
Através da precipitação com sulfato de amónio con-

seguiu-se concentrar 70 % da atividade hemaglutinante na
fraçao FO-50 %. Com uma precipitação adicional com sulfato
de amónio nos níveis de saturação 0-30 %, 30-40 % e 40-
50 %, 28,4 % da atividade hemaglutinante ficou retida na
fraçao F30-40 %. Quando esta fração foi passada através de
uma coluna de Sephadex G-10 O houve o aparecimento de dois
(02) picos, sendo que a Atividade Hemaglutinante Específi-
ca (AHE) do pico II foi maior do que a do pico I. Analisan-
do-se o eluato do pico II por eletroforese em gel de polia-
crilamida foram detectadas apenas 4 bandas cujos pesos mo-
leculares variavam de 12.000 a 22.000 daltons.

O extraio total induziu aglutinação de hemãcias de
coelho e humanas, sendo mais eficaz com as hemãcias de coe-
lho. A aglutinação das hemâcias humanas foi inespecífica no
que diz respeito aos grupos sanguíneos A, B e O. Não foi
detectada aglutinação de hemácias de camundongos, nem de
cobaias, nem de carneiros pelo extrato total.

A ativiâade hemaglutinante do extrato total foi
inibida principalmente pêlos açúcares N-acetil-D-glicosami-
na e u-metil-D-manosíâeo -.seguido pela D-glicosamina, D-
manose e D-glicose. Os açúcares N-acetil- D - galactosamina,
lactose, melibiose, rafinose e L-fucose não inibiram a ati-

vidade hemaglutinante.
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A adição dos ions Ca2+e Mn2+ 1,25 mM não aumentou
a atividade hemaglutinante do extrato total. No entanto,
quando a fração FO-50 % foi dialisada contra PBS contendo
EDTA 0,01 M, a atividade hemaglutinante foi totalmente blo-
queada, sendo readquirida pela adição dos íons Ca2+ e Mn
1,25 mM, sugerindo ser a lectina uma metaloproteína, sendo
os ions Ca2+ e Mn2+ necessários ã sua atividade.

A(s) lectina(s) presente(s) neste extrato não se

prenderam em coluna de Sephadex G-100, nem na coluna de ma-
nose acoplada a epoxi-Sepharose-GB embora a atividade hema-
glutinante do extrato total tenha sido inibida pela D-gli-
cose e pela D-manose.

A antigenicidade do extrato total na presença e na
ausência de adjuvante, como também a das frações FO-50 %,
F50-70 % e F70-90 % foi estudada em camundongos quantifi-
cando-se a síntese de IgG-^ e IgE séricas através da reaçao
de PCA. O extrato total, bem como as frações são bastantes

imunogënicas quando comparadas a um antígeno padrão como a
ovalbumina.

Quando se observou os títulos mais elevados de IgE
induzidos pelo extrato comparados aos induzidos por ovalbu-
mina na ausência do adjuvante, fez-se a suposição de que se
estaria diante de uma imunomodulaçao induzida pela lectina
presente no extrato de Lablab purpureus. É bem conhecida a
capacidade de imunomodulação das lectinas através de suas
propriedades mitogënicas. Esta hipótese foi reforçada pela
observação dos títulos de IgE induzidos pelas fraçoes pro-
téicas, agora mais purificadas, onde estes títulos foram
mais elevados quando induzidos pelas frações dotadas
maior atividade hemaglutinante.
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A protein full extract of mangalo beans (Lablab

purpu^eu^s) obtained by PBS extraction of the meal shows

haemagglutinating activity. By the fact carbohydrates

specifically inhibit this haemagglunination it has been
ascribed to one lectin the induction of such activity. A

number of attempts were done in order to purify the lectins

through ammonium sulphate fractionation and chromatography

in Sephadex G-100 gel. The fractionation with ammonium

sulphate resulted in a concentration of the haemagglutinating

activity in the FO-50 %. After further fractionation with

ammonium sulphate at the levels of 0-30 %, 30-40 % and 40-

50 %, 28,4 % of the haemagglutinating activity was found

in the F30-40 %. When a Sephadex G-100 gel column was

loaded" with a sample of F30-40 % two protein peaks were

obtained and the specific haemagglutinating activity was

higher in peak II than in peak I. The analysis of peak II

through eletrophoresis in polyacrylamide gel showed the

presence of only four bands with molecular weights ranging
between 12.000 and 22.000 daltons.

The full extract induced agglutination of both

rabbit and human erythrocytes and such agglutination was

more potent with rabbit erythrocytes. Human erythrocytes

were agglutinated without specificity towards the ABO blood

groups. Agglutination was not detected by using either

mouse, guinea pig or sheep erythrocytes.

The haemagglutinating acitivy of the full extract

was mainly inhibited by the sugars: N-acetyl-D - glucosamine
and a-metil-D-mannoside followed by glucosamine, D-mannose

and D-glucose. .'The sugars N-acetyl-D-galactosamine, lactose,

melibiose, raffinose and L-fucose did not inhibit the

haemagglutinating activity.

The haemagglutinating activity was not altered by

x v i
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1.25 mM Ca2+ and Mn2+. However, when the FO-50 % was dialysed
against PBS containing 0.01 M EDTA the haemagglutination
was abolished but it was recovered when 1.25 mMCa2+and Mn 2+
were added. This result suggests that the lectin is a
metalloprotei'h being Ca2+ and Mn2+necessary to its activity.

The lectin(s) present in this extract did not bind
to a Sephadex G-100 column neither to a column of mannose
bound to epoxi-Sepharose-6B despite of the haemagglutinating
activity of the full extract has been inhibited by D-
glucose and D-mannose.

The antigenicity of the full extract admixed with
and without adjuvant to mice was studied as well the
antigenicity of the protein fractions FO-50 ï, F50-70 % and
F70-90 % by determining the titles of IgG^and IgE synthesis
with PCA reactions. The full extract and the protein
fractions are good iimnunogens as compared to ovalbumin,
considered as a standard antigen.

When the higher titles of IgE induced by the full
extract were compared to the ones induced by ovalbumin in
the absense of adjuvant we supposed that this was due to
an immunomodulating effect induced by the presence of the
lectin in the extract of Lablab purpureus seeds. Is is well
known the immunomodulating capacity of lectins through their
mitogenic properties. This hypothesis of immune modulation
was emphasized by the IgE titles induced by the protein
fractions, now more purified, where these titles were more
elevated when induced by the fractions with higher
haemagglutinating activity.
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f

1.1 - Lectinas

•^ 1.1.1 - Definição e Isolamento
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Os primeiros estudos a respeito destas proteínas

foram feitos por STILÜ1ARK (1888) quando pesquisava a pre-

sença de substâncias tóxicas em sementes de mamona (Ricinus

comunis). Ele observou que a ricina, uma f ração proteica

parcialmente purificada destas sementes, levava as hemãcias

a um estado de aglutinação semelhante ao verificado no pro-

cesso da coagulação. ELFSTRAND (1898) chamou de "hemaglu-

tininas" estas proteínas, devido ã similaridade com as aglu-

tininas do soro humano. Posteriormente foi observado que

muitas hemaglutininas aglutinavam de 'maneira específica as

hemâcias humanas no que diz respeito aos grupos sanguíneos

(BOYD & REGÜERA, 1949). Esta especificidade levou BOYD &

SHARPLEIGH (1954)a sugerirem para. estas substâncias o nome
de lectina (do latin legere = escolher) que sobrevive até

nossos dias.

WATKINS & MORGAN (1952) por sua vez mostraram que

açúcares simples inibiam de maneira específica a atividade

das lectinas. Esta descoberta levou ao reconhecimento que os

receptores de superfície de membranas celulares aos quais as

lectinas se ligam são constituídos de carboidratos. De pos-

se deste novo conhecimento foram formuladas as primeiras de-

finições de lectinas. De acordo com GOLDSTEIN et al. (1980)

"lectinas são proteínas (ou glicoproteínas) de natureza não

imunolôgica que aglutinam células e/ou precipitam glicocon-

jugaâos". Com o intuito de incluir nesta definição as pro-

teínas monovalentes ligantes de açúcares, KOCOUREK&HOREJSI

l
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(1981) redefiniram lectinas como "proteínas de origem não
imunolõgica capazes de reconhecer especificamente e ligar-
se reversivelmente a moléculas de carboidratos sem alterar
a estrutura do ligante reconhecido".

A definição âe lectinas ainda tem suscitado muitas

controvérsias. Recentemente, BARONDES (1988) expressou sua
opinião de que tal definição deve ser reavaliada levando-
se em consideração a presença nestas proteínas de um sítio
de ligação para outra substância que não seja um carboidra-
to. Este sítio parece ser importante para muitas das fun-
coes endógenas das lectinas e este fato deveria, ainda se-
gundo BARONDES (1988), ser considerado em uma definição fu-
tura.

Quando se deseja estudar os efeitos biológicos
exercidos pelas lectinas, ë mais apropriado usar-se um ma-
terial purificado. As etapas de purificação de lectinas
usualmente são aquelas estabelecidas para as proteínas em
geral: extração com um tampão apropriado, seguido ou não por
precipitação com sais e cromatografias. Atualmente, o méto-
do da cromatografia de afinidade ë o mais usado. Neste tipo
de cromatografia, o açúcar que se liga especificamente ã
lectina que se deseja isolar é covalentemente acoplado a um
suporte sólido e servira para reter a lectina presente en-
tre outras proteínas em solução. A lectina será eluída da
coluna por açúcares que competem pêlos sítios de ligação da
lectina ou através de alterações da natureza do eluente,
baixando-se o pH ou aumentando-se a força iõnica.

Tem-se hoje uma enorme variedade de colunas de afi-
nidade. O acoplamento do açúcar específico com a epoxi-
Sepharose-ôB ativada dá origem a colunas de afinidade para
a purificação de uma enorme quantidade de lectinas, como a
lectina de germe de trigo, cujo açúcar usado è o N-acetil-
D-glicosamina (VRETBLAD, 1976).

Muitas vezes a própria resina é usada por apresen-
tar afinidade para algum tipo de lectina. Este è o caso dos
esquemas de purificação que empregam o gel de Sephadex como
cromatografia de afinidade para lectinas com espicificidade
para glicose ou manose, como a lectina de Di^ocl^ea grandiflora

•'S!
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(HORTA-BARROS, 1982). Agarose também tem sido usada para a

purificação de lectinas com especificidade para galactose, co-
mo ricina e abrina (NICHOLSON & BLAUSTEIN, 1974; OLSNES &

PHIL, 1973). Quitina è usada com sucesso para separar lec-

tinas com especificidade para N-acetil-D-glicosamina, como
a lectina de germe de trigo (BLOCH & BURGER, 1974).

Outros tipos de cromatografia de afinidade resul-

tarn do tratamento prévio dos suportes, como é o caso de uma
lectina, específica para galactose, que foi isolada de

Crotalaria juncea^ por uma cromatografia de afinidade bioes-
pecífica, usando-se gel de agarose previamente tratado com
HC1 0,2 M (ERSSON et al., 1973).

Existem ainda varias outras alternativas no método

de cromatografias de afinidade, como o uso de estromas de
eritrôcitos glutarizados como adsorventes (OLIVEIRA, 1980),
ou até mesmo o uso de glicoproteínas insolubilizadas(TERNYNCK

& AVRAMEAS, 1987). Enfim, o aprimoramento das colunas de

afinidade tem tornado possível a purificação de uma varie-
dade cada vez maior de lectinas.
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1.1.2 - Lectinas de Plantas da Família Leguminosae

Embora todos os grupos taxonõmicos do reino vege-
tal possam ter lectinas, de todas as plantas até agora es-

tudadas, aquelas pertencentes ã família Leguminpsae foram
as fontes mais ricas destas proteínas (PUSZTAI efc al., 1983

Algumas lectinas de leguminosas tiveram suas se-
quências de aminoâcidos determinadas e mostraram grande ho-
mologia, principalmente em suas sequências de aminoâcidos
terminais, o que reflete que as lectinas têm sido conserva-
das durante a evolução das plantas (STROSBERG e^a^., 1983).

Alem disto, tais lectinas, quando comparadas com a concana-

valina A (ConA), revelaram um alto grau de conservação nas

porções de sequências correspondentes aquelas regiões da
ConA importantes para a estabilização das estruturas ter-
ciarias e secundarias, para associação de subunidades e pa-
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ra ligações com íons metálicos, bem como, com ligantes hi-
drofõbicos (BECKER et al., 1983). Entretanto, elas mostra-
ram sítio de ligação de carboidratos diversificados, enfa-
tizando as diferentes especificidades por carboidratos
(GOLDSTEIN & HAYES, 1978).

Muitas plantas da família Legyminosae possuem mais
de uma lectina (BAUMANN et al., 1979). Em muitos casos, co-
mo ocorre com as lectinas de Arachis hypogaea (PUEPPKE,
1979), elas estão sob formas moleculares altamente relacio-
nadas, chamadas isolectinas. Elas parecem funcionalmente ho-
mogêneas, em virtude de se ligarem a um mesmo sacarídeo. No
entanto, uma analise eletroforética das lectinas purifica-
das pode revelar grandes variações. A origem destas varia-
coes pode ser atribuída a polimorfismo genético, modifica-
coes pós-sintéticas, como clivagens e/ou glicosilação e po-
limorfismo de espécies (LIENER et al., 1986).

As lectinas de leguminosas estão localizadas prin-
cipalmente nas sementes, onde chegam a constituir cerca de
10 % da proteína solúvel (LIENER, 1976). Elas estão prima-
riamente localizadas em organelas conhecidas como corpos
proteicos. Devido ã localização nos corpos proteicos e ao
fato da lectina de Phaseolus vulgaris desaparecer juntamen-
te com as proteínas de reserva (MIALONIER et al., 1973),
confirmando a tese proposta por Von EISLER & Von PROTHEIM
(19.11), foi sugerido que a função das lectinas nas plantas
seria de proteínas de reserva. No entanto, esta tese foi
contestada diante das varias exceções registradas, por exem-
pio, a da lectina de germe de trigo que, além de ser res-
trita ao embrião, o seu nível permanece alto, mesmo nos es-
tágios finais de germinação (MISHKIND et al., 1980). Esta
localização sugere para as lectinas um papel de defesa con-
tra agentes patogënicos (MIRELMAN et al., 1975).

Lectinas de hipocõtilo de Phas^eolus aureus foram
encontradas em membranas do retículo endoplasmâtico e do
Complexo de Golgi, o que pode sugerir para estas lectinas
um papel na síntese e transporte de componentes da parede
celular (BOWLES & KAUSS, 1976) . Phaseol^js vul.gans possui
também lectina sob a superfície da raiz, particularmente nos
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pêlos (HAMBLIN & KENT, 1983), e por esta razão foi-lhe atri-

buído o papel de reconhecimento de bactérias fixadoras de

nitrogénio na superfície da raiz (SCHMIDT, 1979).

Outras funções biológicas atribuídas às lectinas

são as de: transporte de açúcares ou glicoproteínas em

plantas (BOYD, 1963) e estimuladores mitogënicos de células

embrionárias (HOWARD et al., 1972). Contudo, esta última al-

ternativa não esta ainda bem assegurada (ETZLER, 1985).
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1.1.3 - Lectinas de Lablab purpureus

A espécie Dolichos labla.b (L.) pertencente ã famí-

lia Leguminosae, subfamília Papilionoidae, foi reclassifi-

cada por Sweet, recebendo atualmentea denominação de Labla.b

purpureus (L.) Sweet. Mesmo assim, no presente trabalho se-

ra mantida a denominação Dolichos lablab quando forem cita-

dos os trabalhos originais que usaram esta denominação.

KUMAR & RAO, (1986) detectaram a presença de lec-

tinas em duas variedades de Dolichos lablab, a typicus e a

lignosus. As duas lectinas possuem especificidade pêlos mes-

mos açúcares e foram isoladas pelo mesmo método. No entan-

to, as lectinas isoladas de Dolichos'lablab na França

FAVERO et al., 1986) e Turquia (GÜRAN et al., 1983) possuem

especificidade por açúcares diferentes e não foram isola-

das pêlos mesmop métodos. Apesar das diferenças quanto ã

especificade por açúcares e método de isoJamento, as lecti-

nas de Dolichos lablab foram semelhantes em muitos aspec-

tos. Elas geralmente apresentam 4 subunidades, sendo que os

pesos moleculares são variados, embora se mantenham dentro

do limite de 15000 a 40000 daltons. Estas lectinas são gli-

coproteínas e apresentam em sua estrutura íons, como Mn e
Zn2+(GÜRAN et al., 1983) e Mn2+, Mg2+e Ca2+ (KUMAR & RAO,
1986). Aparentemente estes ions não são removidos no pro-

cesso de purificação, pois a ativiâade hemaglutinante não
é aumentada pela adição dos mesmos (GÜRAN et al., 1983;
KUMAR & RAO, 1986).

KUMAR & RAO, (1986) demonstraram que a lectina
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isolada das sementes originadas da Índia não contém o ami-
noâcido cistina em sua composição, o que garante que as
subunidades são ligadas entre si apenas por forças intermo-
leculares e não por ligações covalentes.

As lectinas de Dqlichos l^.bj.ab aglutinam de manei-
ra inespecífica, hemâcias humanas dos grupos A, B e O e aglu-
tinam também hemâcias de outros animais (SILVA-LIMA et al.,
1988; GURAN et al., 1983; KUMAR & RAO 1986).

FAVERO et al., (1986) conseguiram isolar de sêmen-
tes do Dplichqs lablab uma lectina que tem-se mostrado ser
melhor mitõgeno para linfõcitos T humanos que a conA. Esta
lectina, mostrou-se também um õtimo agente indutor de sín-
tese e de secreção de interleucina-II.

Embora as lectinas de sementes de Dolichos lablab,
em sua maioria, tenham sua atividade hemaglutinante inibi-
da por glicose, os resultados obtidos nas tentativas de
isola-las através de cromatografia em gel Sephadex foram po-
lêmicos. GURAN et al., (1983) e KUMAR & RAO, (1986) não con-
seguiram isolar a lectina por esse meio. Contudo, FAVERO et
al., (1986) referem ter obtido uma boa separação com tal mé-
todo.

Em estudos feitos com ratos e camundongos sobre a
toxicidade de aglutininas presentes em legumes oriundos da
Índia, os efeitos tóxicos da hemaglutinina do Dolichos
labl^b foram observados mesmo quando os animais eram ali-
mentados com uma dieta contendo apenas l % de lectina (MANAGE
et al., 1972).

SILVA-LIMA et al., (1988) detectaram atividade he-
maglutinante em um extrato bruto de sementes de Lablab
purpureus oriundas do Estado da Bahia e demonstraram ser es-
ta (s) presumível;(eis) lectina(s) diferente daquelas já iso-
ladas, no tocante ã especificidade por açúcares. O extraio
bruto tem sua atividade hemaglutinante preferencialmente
inibida por N-acetil-D-glicosamina e a-metil - D-manosídeo,
seguido por D-manose e D-glicose. Estes resultados mostra-
ram que a inibição da atividade por N-acetil-D-Glicosamina '
e a-metil-D-manosídeo era igual a da lectina de sementes
oriundas da Turquia e a inibição por glicose e manose era a
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mesma encontrada na lectina de sementes provenientes da Ín-
dia. Portanto, o perfil de inibição por açúcares da ativi-
dade hemaglutinante do extrato bruto de sementes oriundas da
Bahia parece ter as características do perfil das duas ou-
trás sementes de diferentes procedências, sendo inibido quer
por açúcares complexos, como na lectina de sementes daTur-
guia, quer por açucares simples, como nas lectinas âe se-
mentes da India. Além disso, a lectina não se prendeu ao
gel de Sephadex G-100, o que esta de acordo com as lectinas
isoladas na Índia e na Turquia. O extrato bruto aglutina, de
maneira inespecífica, hemácias humanas com respeito aos gru-
pôs sanguíneos A, B e O. PROUVOST-DANON et al., (1990) de-
monstraram que o extrato bruto, bem como as f rações parci-
almente purificadas ricas em atividade hemaglutinante, do
Lablab purpureus oriundo da Bahia, estimulam a liberação de
histamina de basõfilos humanos e mastõcitos de camundongos,
sendo que Lablab purpureus mostrou-se mais eficiente que a
conA no estímulo ã liberação de histamina por basõfilos hu-
manos. Por outro lado, a conA foi mais eficiente na libera-
cão de histamina por mastôcitos peritoneais de camundongos.
A liberação de histamina induzida por Lablab purpureus foi
inibida mais fortemente por N-acetil-D-glicosamina, seguida
de manose e glicose.

O extrato total do Lablab purpureus oriundo da Ba-
hia, foi eficiente em promover a proliferação de células
esplénicas de camundongos e ativou particularmente os lin-
fõcitos T (RUMJANEK, comunicação pessoal) .

1.1.4 - Interação de Lectinas com Células
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A capacidade que têm as lectinas de se ligarem de
forma específica a diferentes células, tem feito destas mo-
léculas um valioso instrumento em pesquisas médicas e biolô-
gicas. Elas são utilizadas com grande eficiência na tipagem
sanguínea, uma vez que chegam a distinguir subgrupos de he-
macias, como é o caso da lectina de Dolichos biflorus que
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reage mais fortemente com as hemãcias ,do tipo A-^ que com
aquelas do tipo A (ETZLER & KABAT, 1970). A lectina de so-
já aglutina células responsáveis pelas reações do enxerto
com o hospedeiro nos transplantes de medula tornando possí-
vel o transplante entre indivíduos geneticamente diferentes
(REISNER, 1987).

Certas lectinas têm também a propriedade de ligarem-
se ã porção carboidrato da fração Fe da imunoglobulina E
(IgE) (SIRAGANIAN & SIRAGANIAN, 1975) . Sabe-se que ligações
cruzadas entre antígenos, imunoglobulinas anti - imunoglobu-
linas ou lectinas com IgE de superfície de membrana de mas-
tôcitos ou basõfilos, levam estas células a processo de exo-
citose com liberação de substâncias vasoativas, como sero-
tonina e histamina (ROIT et al., 1988). As lectinas podem
ainda efetivar desgranulação em células basõfilos ou mas-
tôcitos através de ligações cruzadas com os receptores de
superfície de membrana para IgE (HELIN & FROESE, 1981), ou
simplesmente agindo como antígeno (ALBUQUERQUE, 1987) (FI-
GURA 01). ConA induz liberação de histamina de basõfilos e
mastõcitos de muitos animais (SIRAGANIAN & SIRAGANIAN,
1975) .

As lectinas parecem ligar-se a receptores de su-
perfície de células para insulina e mimetizam o efeito in-
sulínico em muitos tecidos, como por exemplo, estimulando a
lipogënese no tecido adiposo (LIVINGSTON & PURVIS, 1980).

De todas as interaçoes de lectinas com células, a
mais importante do ponto de vista imunolõgico é a que se es-
tabelece com os linfõcitos resultando em ação mitogênica.
A estimulação mitogënica por lectinas tem sido usada para
estudos sobre os eventos bioquímicos que ocorrem durante a
maturação de linfôcitos, bem como avaliação da imunocompe-
tência de pacientes com doenças que comprometem o sistema
imunolôgico, como a AIDS (Acquired Immune Deficiency
Syndrome) (SHARON & LIS, 198.7).

Os linfôcitos estimulados por lectinas são também
utilizados para estudos de cromossomos pelo fato dos mes-
mos se apresentarem de modo facilmente identificáveis du-
rante o processo de proliferação (SHARON & LIS, 1972).
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Desencadeamento da desgranulação de mastõcitos
como uma consequência de ligações cruzadas entre
os receptadores da porção Fc da IgE (FcE) . Estas li-
gaçoes podem ser feitas por: (l) Antígenos (Ag) li-
gando-se as IgEs específicas presas aos receptores
Fcü; (2) Anticorpos anti-FcE; (3) Anticorpos
anti-idiotípicos para os idiõtipos de igE;
(4) Anticorpos anti-receptor FcE7 (5) Ligações
covalentes entre os dímeros de IgE e (6) Lecti-
bas ligando-se a resíduos de açúcares da pcE.
(ROIT et al., 1988) .
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Para que uma célula T citotôxica lise uma célula
alvo é necessário o reconhecimento específico pelas células
efetoras de antígenos do complexo de histocompatibilidade
principal das células-alvo. No entanto, na presença de uma
lectina que seja um mitôgeno do tipo T, como a conA, varias
células que não sejam antigenicamente relacionadas com as
células alvo são lisadas pêlos linfícitos T citotôxicos. O
papel das lectinas nesta citotoxidade mediada por células T
dependente de lectinas, foi sugerido ser de "ativação" da
célula efetora que expressa o seu potencial citotóxico e
favorecer a "ligação" da célula efetora com sua célula-alvo
(GREEN et al., 1978).

As lectinas podem promover uma ligação carboidrato
específica entre macrôfagos e células tumorais induzindo a
morte destas últimas por fagocitose pêlos macrõfagos, de
forma semelhante aos anticorpos anti-tumor que também indu-
zem a lise do tumor mediada por macrõfago (KURISU et a_l./
1980). Além da fagocitose das células tumorais, as lectinas
promovem a fagocitose pêlos macrõfagos de outros fcipos de
células (SHARON, 1984). Outros efeitos marcantes de lecti-
nas interagindo com células são os de inibição do cresci-
mento de fungos patogënicos, (MIRELMAN et al., 1975) e ini-
bicão da migração de células tumorais (LIS & SHARON, 1977) .

Embora se diga que as lectinas possuem a proprie-
dade de ligar-se à superfície de membranas celulares, atra-
vês de receptores específicos, os vários efeitos biológicos
sobre as células.'não são exercidos por todas as lectinas in-
distintamente.

1.1.5 - Relação com a Imunologia
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ERLICH (1891) foi quem primeiro estudou as pro-
priedades imunogënicas das lectinas. Ele observou que coe-
lhos alimentados com sementes de jequiriti adquiriram uma
certa imunidade contra abrina e que esta imunidade era au-
mentaâa com a administração parenteral desta proteína. ERLICH
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(1891) demonstrou que proteínas encontradas no soro dos ani-
mais imunizados precipitavam a abrina de maneira específica
e não reagiam com a ricina. Ele observou também que o an-
tissoro inibia a atividade hemaglutinante da proteína e que
havia uma relação entre a quantidade de soro e a quantidade
ao antígeno a ser neutralizado. Outra observação importante
foi o fato de que a imunidade contra as toxinas era trans-
ferida da mãe para o filho através do sangue durante a gra-
videz e do leite apôs o nascimento. Portanto, ERLICH (1981)
conseguiu demonstrar a natureza antigënica das lectinas com
que trabalhava e comprovou mais uma vez a especificidade da
resposta imunolôgica.

Apesar das inúmeras e variadas propriedades encon-
tradas nas lectinas, elas não despertaram maior atenção até
que na década de 60, duas evidências experimentais, pela re-
lação com problemas que afetavam diretamente o bem-estar do
homem, mudaram o rumo âa historia das mesmas: NOWEL (1960)
descobriu a atividade mitogënica da lectina âe Phaseolus
.vulgaris (PI-IA) e AUB ^t aj^. (1963, observaram que a aglu-
tinina de germe de trigo (WGA) aglutinava especificamente
células malignas. Ainda neste domínio, foi de grande rele-
vãncia a descoberta da mitogenicidade da conA e que esta
atividade podia ser inibida por baixas concentrações de açú-
cares (BECKERT & SHARKEY, 1970; LIS E SHARON, 1977).

Segundo SíIARON (1976) se todas as lectinas forem
analisadas de forma apropriada elas podem estimular os lin-
fõcitos a crescerem e proliferarem. Esta propriedade das
lectinas foi usada como um importante instrumento nos estu-
dos da imunologia. A mitogenicidade das lectinas difere da-
quela apresentada pêlos antígenos, no tocante ã especifici-
dade. Os antígenos funcionam como ativadores monoclonais,
onde o linfôcito estimulado irá dar origem a um clone de
células específicas para o antígeno. Já as lectinas funcio-
nam como ativaâores policlonais, ou seja, elas ativam vas-
ta população de linfõcitos (BUIIW-MORENO & CAMPOS-NETO, 1981).

Além dos eventos observados em células em estado de
crescimento e divisão, os linfõcitos estimulados liberam
produtos biologicamente ativos chamados linfocinas que de-
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sempenham um importante papel na resposta imunolõgica de-
pendente de linfôcitos T (COHEN et al., 1979).

As lectinas apresentam certa especificidade no to-
cante as diferentes populações de linfõcitos que elas esti-
mulam. A grande maioria das lectinas estudadas, estimula:
apenas a população de linfõcitos T, como PHA e conA(DOUGLAS
et al., 1969; OPPENHEIM & ROSENSTREICH, 1976), mas existem
outras que estimulam apenas linfõcitos B, como aquela en-
centrada na hemolinfa de lagosta (Homarus americanus)
(CAMPBELL et al., 1982) e ainda aquelas que estimulam lin-
fõcitos T e B, como a lectina de.lentilha (MILLER, 1983).
Alguns mitógenos de linfôcitos T, como a conA, estimulam
linfôcitos B a se multiplicarem na presença de linfôcitos
T, o que leva a crer que esta ativaçao é mediada por fatores
solúveis, produzidos pêlos linfócitos T estimulados(ANDERSSON
et al., 1972).

As lectinas podem ter sobre os linfõcitos um efei-
to oposto ao de proliferação. Ê o caso da lectina de
Agaricus bisporus que suprime a síntese de DNA e a produção
de imunoglobulinas pêlos linfócitos T e B, respectivamente
(GREENE et al., 1981). Baseado nestes resultados, GREENE
et al., (1981) sugeriram que existem receptores na membrana
dos linfõcitos aos quais se ligam os respectivos supresso-
rés gerando um sinal intracelular negativo que culmina com
a supressão do metabolismo das células T e B.

O efeito imunomodulador das lectinas sobre a res-
posta humoral, tem sido extensivamente estudado. ASTORQUIZA
& SAYAGO (1984) demonstraram que PHA estimula a produção
de IgE em camundongos imunizados com ovalbumina(OVA)e que es-
te efeito ë dependente do tempo de aplicação do PHA. ConA tam-
bem estimula a produção de IgE em camundongos com OVA e es-
te estímulo é dependente da dose de conA aplicada (GOLLAPÜDI
& KIND, 1975). ConA em doses baixas induz a formação de cé-
lulas T supressoras, em camundongos e ratos, mais que ou-
trás células T, suprimindo assim a produção de algumas imu-
noglobulinas, como IgG e IgM, pelas células B (ELSONetal.,
1979). A lectina de germe de trigo, um mitõgeno de células
B, pode direcionar estas células a produzirem "in vitro",
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IgG e IgE (ZURAW et al., 1981). A jacalina, uma lectina pre-
sente em Artocarpus integri^o^j^a, mostrou ser capaz de exer-
cer um efeito imunomodulador dependente de dose sobre a sín-
tese de anticorpos do tipo IgE em camundongos, mas não exer-
céu esse efeito sobre as imunoglobulinas do tipo IgG^
(ALBUQUERQUE, 1987).

O modelo mais aceito para explicar o mecanismo de
proliferação de linfõcitos T por lectinas mitogënicas, ë um
modelo de 02 (dois) sinais no qual as lectinas induzem os
linfôcitos T a deixarem a fase estacionária (Go) do ciclo
celular e entrar na fase G^, onde eles crescem e sintetizam
proteínas e RNA (blastogênese). Para que os linfôcitos entrem na
fase S do ciclo celular, onde começa a síntese de DNA, é ne-
cessaria um segundo sinal. Este segundo sinal é iniciado pe-
la interleucina-I produzida por células acessórias do sis-
tema imunolõgico, mais particularmente, os macrõfagos. A
interleucina-I age sobre os linfõcitos T induzindo a produ-
cão de interleucina-II e o aparecimento de receptores de su-
perfície para interleucina-II sobre os linfôcitos T. Como
resultado do segundo sinal (interleucina-II), células Tpas-
sam deG^ a S e completam o ciclo. Divisões subsequentes re-
querem agora somente a presença de interleucina-II (KLAÜS &
HAWRYLOWICZ, 1984).
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1.2 - Resposta Imunolôgica

1.2.1 - Considerações Gerais
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Ao longo da evolução, os organismos desenvolveram
mecanismos que os manteriam em equilíbrio com o meio exter-
no. A grande variedade de agentes infecciosos, tais como
vírus, bactérias e fungos, poderia matar o hospedeiro, se
este não tivesse desenvolvido o sistema imunolõgico. A res-
posta imunolõgica è pois, um mecanismo âe defesa existente
nos mamíferos e em grande parte dos organismos superiores,
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não apenas contra organismos patogënicos, mas também contra
uma variedade de substâncias, tais como pólens, células e
pêlos. Os mecanismos efetores da resposta imunolõgica in-
cluem desde a combinação de anticorpos com antígenos (imu-
nidade humoral), ã estimulação das células que participam
da reação inflamatória ou de moléculas solúveis, até fenô-
menos biológicos, como lise celular e fagocitose. Outros me-
canismos incluem ainda aqueles mediados por células T (imu-
nidade celular), que através da secreção de linfocinas, pro-
âuzem reações inflamatórias com ativaçao de varias outras
células do sistema imunolõgico.

--^
1.2.2 - Hipersensibilidade
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A hipersensibilidade pode ser definida como uma
resposta imunolõgica de forina inadequada ou exagerada, pro-
duzindo uma lesão tecidual (ROIT et al., 1989). Ela come-
çou a ser estudada no início do século, quando se notou que
o segundo cantata de um organismo com um agente toxico ou
infeccioso podia levar a um estado de resistência, bem co-
mo a uma sensibilidade ao agente indutor. As reaçoes de hi-
persensibilidade nos indivíduos são apenas expressões das
respostas imunolõgicas benéficas, manifestando-se de modo
inadequado ao seu aparente estado de agressão.

GELL & COOMBS (1968) descreveram 04(quatro) tipos
de hipersensibilidades, acrescidos posteriormente de um 5o
tipo, segundo ROIT (1983), denominadas reações do tipo I, II,
Ill, IV e V. As reações dos tipos I, II, III e V são as des-
critas como hipersensibilidade imediata, ou seja, ocorre em
um curto espaço de tempo decorrido entre o contato com o
antígeno e o aparecimento da reaçao. A semelhança entre es-
tes 04(quatro) tipos de hipersensibilidades tem como base o
fato de serem induzidas pelo complexo antígeno - anticorpo.
Assim, a hipersensibilidade imediata pode ser transferida
para indivíduos não sensibilizados através da transferência
de anticorpos ou células produtoras de anticorpos. A hiper-
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sensibilidade do tipo IV não pode ser transferida através
do soro, pois ela é mediada por células, os linfôcitos T,
e não por anticorpos. Embora os linfõcitos T sejam um ins-
trumento para produzir reações do tipo retardada, eles agem
geralmente recrutando outros tipos de células para o local
da reaçao.

A hipersensibilidade do tipo I, também chamada de
anafilaxia, é a mais comum, sendo que 10 % da população mun-
dial é atingida por algum tipo de reação âe hipersensibili-
dade.
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1.2.3 - Anafilaxia

O termo anafilaxia (ana = contra, filaxis = prote-
cão) foi proposto por RICHET & PORTIER (1902) para um fe-
nômeno observado em cães imunizados com um extrato tóxico
de anémonas marinhas. Eles verificaram que, uma primeira
dose do extraio ao invés de conferir proteção ao animal,
tornava-o extremamente reativo a uma nova dose.

A reação anafilâtica é o resultado da interação de
um antígeno com anticorpos fixos nas membranas de células.
Estas células correspondem aos mastõcitos nos tecidos e aos
basõfilos no sangue periférico. Ligações cruzadas entre duas
moléculas de anticorpos adjacentes, estabelecidas por molé-
cuias de antígeno, levam â>. âesaranulacãn destas células
(FIGURA. 02). Portanto, apenas antígcnos polivalentes são
capazes de causar uma reação anafilãtica. A desgranulação
de mastõcitos ou basôfilos leva ã liberação de mediadores
que são substancias vasoativas, como serotonina e histami-
na, bem como fatores quimiotáticos para eosinôfilos ou neu-
trõfilos, ativadores de plaquetas, etc.

A anafilaxia pode ser sistémica ou local, depen-
dendo da via de introdução do antígeno. Uma anafilaxia sis-
têmica ocorre quando o antígeno é introduzido por via in-
travenosa e caracteriza-se principalmente por apresentar
distúrbios respiratórios, causados pela vasoconstricção,

<;
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Esquema global para a hipersensibilidade do ti-
po I. Os linfõcitos B são estimulados por um antí-
geno específico a produzirem IgE, com o auxílio
dos linfõcitos T. Posteriormente, aIgE produzi-
da liga-se a receptores específicos para a sua
porção Pc (Fe ER) na superfície de mastõcitos, sen-
sibilizanâo-os. Um novo contato com o antígeno,
favorecera a ligação cruzada deste com as IgEs
específicas localizadas na membrana do mastôci-
to. Estas ligações cruzadas ativam o mastócito,
levando-o a desgranulação com liberação de me-
diadores que caracterizam a hipersensibilidade
do tipo I (ROIT et al., 1988).
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erupções na pele, edemas e colapso vascular. Quando o antí-
geno ë aplicado na pele, tem-se a anafilaxia local, com o
aparecimento de urticarias.

Os anticorpos anafilãticos podem ser transferidos
para um indivíduo normal através da transferência do soro,
sendo este processo chamado anafilaxia passiva. Quando a
transferência é feita através da pele, tem-se a anafilaxia
cutânea passiva (PCA). Esta propriedade de transferir anti-
corpos anafilâticos através da pele de animais, foi poste-
riormente transformada em técnica de quantificação de anti-
corpos do tipo IgE e sistematizada por OVARY (1952). Exis-
tem duas classes de anticorpos anafilãticos: a classe de
imunoglobulinas E (IgE) e uma subclasse de imunoglobulinas
G, a gama-1 (IgG^) (PROUVOST-DANON et al., 1972). Estes an-
ticorpos são denominados de homocitotrôpicos, ou seja, sen-
sibilizam apenas a espécie animal que lhes deu origem. Con-
tudo, está comprovado que a IgE de camundongos é heteroci-
totrôpica, uma vez que consegue sensibilizar mastõcitos de
rato (PROÜVOST-DANON et al., 1975).

^

1.2.4 - Regulação da Síntese de Anticorpos Anafilâticos
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Os fatores que provavelmente melhor influenciam o
desenvolvimento de anticorpos anafilãticos, são os f atares
genéticos. Parece haver um "locus" regulador que influencia
a produção de IgE através de um mecanismo mediado por lin-
fôcitos T (TIZARD, 1984). O desenvolvimento da alergia pa-
rece depender de uma interação entre o gene regulador de IgE
e um ou mais genes da resposta imunolõgica localizado den-
tro da região do complexo principal âe histocompatibilida-
de (HLA).

Os linfôcitos T desempenham um papel determinante
no que diz respeito ao isõtipo da imunoglobulina a ser pro-
duzido por uma imunização específica. Estas células exercem
a maioria das suas funções através da liberação âe fatores
solúveis conhecidos como linfocinas. Foi mostrado que uma

UMIVERSÍDÃDÊ .FEDERAL DO iCEÃHÃ^
BiBL'OTECA DE CiÈ^CIAS F. TECMOLOQSÂ
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linfocina chamada BSF-1 ("B cell stimulatory factor-1") au-
menta a resposta dos tipos IgE e IgG-^ em linfõcitos B ati-
vados por lipopolissacarídeo e que esta atividade era to-
talmente inibida por pequenas quantidades de «S- interferon
(COOFMAN et al., 1986). Posteriormente, SNAPPER et al.,
(1988) chamaram o BSF-1 de interleucina-IV (IL-IV) e demons-
traram que ela regula de maneira diferente a produção de IgE
e IgG^ . Foi demonstrada também a capacidade que tinham os
anticorpos anti-IL-IV e anti-5 - interferon de inibirem a
produção de anticorpos dos tipos IgE e IgG^y evidenciando
assim a importância das linfocinas na regulação da ex-
pressão das classes de imunoglobulinas. Foi ainda estabele-
eido que è necessária uma outra linfocina, além da IL-IV
para a produção de IgE, mas não de IgG^ (FINKELMAN et al.,
1989).

Um fator que influencia na. produção de anticorpos
de uma forma geral, é a presença do adjuvante. Adjuvantes
são substâncias que intensificam a resposta imunolôgica de
forma bastante complexa. Ele age sobre o antígeno, aprisio-
nando-o no local de aplicação, de forma que o antígeno seja
liberado aos poucos, por um tempo mais prolongado. O adju-
vante também estimula a migração de células inespecíficas
ao local de aplicação do antígeno, aumentando a probabili-
dade de interação entre o antlgeno e estas células (CALICH
& VAZ, 1988). Os adjuvantes são muitas vezes, específicos
para a produção de um determinado anticorpo. Células de
Bordetella pertussis exercem um efeito adjuvante na produ-
cão de anticorpos em homens e animais, estimulando princi-
palmente a produção de IgE e IgG-^ (MÜNOZ & BERGMAN, 1977).
O componente presente nestas células que mais estimula a
produção destes anticorpos ë uma substância chamada per-
tussigënio. No entanto, o adjuvante completo de FREUND esti.
mula a produção de IgG, mais induz a proliferação de linfõ-
eitos T supressores específicos para IgE (HIRA.SHIMA et al. ,
1981a). O gel de alumínio (AKOH)^) estimula populações de
linfõcitos T auxiliares e/ou fatores regulatõrios para IgE
(ÜEDE & ISHIZAKA, 1982) tal como ocorre com o Nippostrongylus
brasiliensis (YODOI et al., 1980).
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O mecanismo da regulação específica da síntese de
IgE foi estudado em ratos. Verificou-se que linfõcitos T de
nódulos linfáticos mesentéricos liberam fatores solúveis que
ligam IgE. Destes fatores, foram identicados 02(dois) que
regulam a síntese de IgE, suprimindo-a ou potenciando-a
(HIRASHIMA et al., 1980; SUEMURA et al., 1980). Jambos f ato-
rés são glicoproteínas, sendo que o fator potenciador da
síntese de IgE possui oligossacarídeos "N-linked" e "0-
linked" e o fator supressor da síntese de IgE possui ape-
nas oligossacarídeos "0-linked" (YODOI et al., 1982). Evi-
dëncias experimentais têm mostrado que ambos os f atares,
potenciador e supressor, compartilham de um gene estrutural
comum, sendo que um processo de glicosilação põs-transla-
cional, decide o fator a ser formado (MARTENS et al.,1985).

A formação do fator potenciador ou supressor é re-
guiada por outros 02(dois) fatores, também liberados por
linfôcitos T, o GEF ("glycosylation enhancing factor") e o
GIF ("glycosylation inhibitory factor"), respectivamente
(HIRASHIMA et al., 1981a; HIRASHIMA et al., 1981b). O GEF
é uma protease semelhante ã calicreína (IWATA et al., 1983)
e o GIF é uma lipomodulina fosforilada (UEDE et al., 1983).
O GEF aumenta a glicosilaçao do peptídeo precursor por oli-
gossacarídeo "N-linked" e o GIF inibe este tipo de glicosi-
lação (UEDE & ISHIZACA, 1982) . Portanto, a presença de oli-
gossacarídeos "N-linked" parece ser determinante na forma-
cão do fator potenciador de IgE.

O homem parece apresentar fatores regulatõrios da
síntese de anticorpos anafilâticos semelhantes aos encon-
trados nos ratos. Foram identificados no homem o EFA

(Enhancing factor of allergy") e o SFA ("Supressive factor

of allergy") que apresentam homologias funcionais para oGEF
e GIF, respectivamente. O EFA e o SFA do homem apresentam
algumas diferenças ao serem comparados com os fatores regu-
latõrios dos ratos, como por exemplo o fato da célula alvo
para o EFA pertencer a uma subpopulação de linfõcitos T
Lyt 2+ ea célula alvo para o GEF .pertencer a subpopula-
cão de linfócitos T Lyt 1+. No caso do SFA, ele é produzido
pela subpopulação de linfôcitos T Lyt 1+, onde o GIF é pro-
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duzido pela subpopulação de linfôcitos T Lyt 2+(KATZ,198®).
A regulação da síntese de IgE é, de longe, a mais

estudada, quando comparada a da síntese de IgG-^. Ela parece
ser exercida, nos animais e no homem, por uma variedade de
fatores solúveis produzidos por células do sistema imunolô-
gico e estes f atares agem através de mecanismos bastantes
complexos.
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1.3 - Objetivo
f

,'

O feijão mangalô (Lablab purpureys) , no qual já fo-
ram detectadas lectinas, è largamente utilizado como ali-
mento em países como a Índia e Turquia. No Brasil, ele é
consumido ao norte do estado da Bahia, onde é referida pela
população, uma sensação de plenitude pós-prandial apôs o
consumo. O objetivo do presente trabalho é uma analise apu-
rada da atividade hemaglutinante das proteínas extraídas do
Lablab pyrpureus com PBS, bem como uma avaliação da imuno-
genicidade destas proteínas, através da quantificação de an-
ticorpos dos tipos IgGie IgE. Serã estudado o possível efei-
to imunomodulador exercido pela lectina, cuja presença ë
presumida pela atividade hemaglutinante.
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2 -MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 - Animais
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Camundongos "swiss" com idades entre 7 a 10 sema-
nas provenientes de pequena colónia mantida no Departamento
de Bioquímica e Biologia Molecular (UFC-Fortaleza-Ce) foram
utilizados. Esta colónia teve início com animais enviados
do Conhaugth Laboratories Limited (Ontârio-Canadâ) para os
laboratórios Alfa Connlab do Brasil S.A. (Fortaleza-Ce).

Foram usados também ratos albinos, machos, adul-
tos, pesando entre 300 e 400 g e mantidos em colónia fecha-
da no Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular.

2.2 - Vegetal

Foram utilizadas sementes do feijão mangalô colhi-
das na cidade Riacho da Guia no estado da Bahia que, segun-
do informação do Instituto de Botânica da Universidade Fe-
deral da Bahia, não são nativas da região. A classificação
botânica foi inicialmente feita pelo professor Afrãnio Fer-
nandes do Departamento de Biologia da Universidade Federal
do Ceara (Fortaleza-Ce), sendo as sementes reconhecidas co-
mo Dolichos lablab (L.) e apôs consulta ao "Royal Botanic
Gardens" (Kew-England), ficou conhecida atruvés do Dr. G.P.
Lewis a classificação atual. 0 Dolichos lablab foi reclas-
sifiçado por SWEET, sendo atualmente denominado Lablab
purpyreus (L.) Sweet. Contudo, não foi possível a identifi-
cação da variedade do Lablab purpureus (L.) Sweet usado no
presente trabalho.

FARINHA: obtida das sementes quiescentes de Lablab
21
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purpureus, isentas de tegumentos. As sementes foram tritu-
radas em um gral e moídas em moinho BRAUN, sendo a farinha
obtida, acondicionada em frascos fechados e mantida a 4°C.

EXTRATO TOTAL (ET): obtido de acordo com a FIGURA
03.

Foi adicionado ã farinha de Lablab purpureus, tam-
pão fosfato de potássio 0,025 M contendo NaCl 0,15 M, pH
7,4 (PBS), na proporção de 1:10 (p:v). A farinha permaneceu
em contato com o PBS por 04(quatro) horas, sob agitação a
4°C. A mistura foi centrifugada por 20 minutos, a 2000 g
em centrífuga Sorvai, rotor SS-34. O resíduo foi desprezado
e o sobrenadante, o qual foi denominado de Extrato Total
(ET), filtrado em papel-filtro qualitativo. Foi retirada
uma alíquota para determinação do conteúdo proteico (item
2.5) e da atividade hemaglutinante (item 2.6). O sobrena-
dante foi então dialisado exaustivamente contra agua e lio-
filizado. Fez-se então a determinação de proteína(item 2.5)
e da atividade hemaglutinante (item 2.6) do liofilizado.

FRAÇÕES FO-50 ï, F50-70 % e F70-90 % obtidas do ET
por precipitação salina com sulfato de amónio como é mos-
trado na FIGURA 03.

Adicionou-se ao Extrato Total, sulfato de amónio
em quantidades necessárias ã obtenção dos níveis de satura-
cão 0-50 %, 50-70 % e 70-90 %. O material permaneceu em con-
tato com o sal por 24 horas, sob agitação a 4°C e foi então
centrifugado a 2000 g por 20 minutos. Os precipitados foram
dissolvidos em PBS e dialisados contra 'o mesmo tampão. Fo-
ram feitas determinações do teor proteico (item 2.5) e da
atividade hemaglutinante (item 2.6). As f rações foram então
dialisadas contra agua e liofilizad'as, sendo novamente fei-
tas a determinação, de proteínas e da atividade hemagluti-
nante.

FRAÇÕES FO-30 %, F30-40 % e F40-50 % obtidas do ET
por precipitação salina com sulfato de amónio.

Empregou-se neste fracionamento a mesma • metodolo-
gia descrita anteriormente e foram determinadas as ativida-
dês hemaglutinantes (item 2.6), bem como o teor de proteína
(item 2.5) em cada f ração.
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FARINHA

PBS l:10(p=v)
4h tob ogitoçoo o 4° C
centrifugaçSo 2000 »g por 20 min.

PRECIPITADO SOBRENADANTE
(•xtroto total l

(despreiodo)

^
^^

(NH4)2S04 q.t.P. 50%
24h »ob ogitatSo o 40C
canlrifugopõo ZOOOxg por 20 min.

PRECIPITADO SOBRENADANTE

r«*u*p«n»o •rn PBS
dloli»» contra PBS
diali»e contra ogua
liofiliíaçoo

F 0-50%

(N«4)2 S04q.t.p. 70%

24h tob ogitaFSo o 4° C

c«ntrifugoçSo 2000«g por ZOmin.

\-

PRECIPITADO

r«»u»p«n»o •m PBS
dioli** contra PBS
diáli»» contra dgua
liofilizocoo

SOBRENADANTE

F 50-70%
ff

;

(NH4»2S04 q.», p. 90%
24h tot) ooitoçõo O
4°C
cantrifugoçoo
2000xg por 20min. \-

PRECIPITADO
r*»u»p»n»oam PBS
djalir contra PBS
dial ir contra dgua
liotilizopoo

SOBRENADANTE

:íf

i'
f^;

*t :
'::::S"";i

is- : v-

(despreiodo)

F 70-90%

FIGURA. 03 - Fracionamento do extrato total por precipitação
com sulfato de amónio.
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2.3 - Adjuvante

O gel de hidróxido de alumínio (Al(OH)^) foi uti-
lizaâo como adjuvante nas imunizações e preparado de acordo
com PROÜVOST-DANON et al. (1966) , cuja descrição é dada a
seguir: 15 g de sulfato de amónio e alumínio (AlNH^(SO^)^.
12H^O) foram dissolvidos em 180 ml de agua destilada. A eg-
ta solução foi acrescentado, gota a gota, 75 ml de NaOH l N
e a solução deixada em repouso por 24 horas para que hou-
vesse a formação de um precipitado (Al(OH)3). O precipitado
foi lavado com agua destilada por 05(cinco) vezes, seguidas
de centrifugação (Centrífuga Sorvai, rotor SS-34) a 2000 g
durante 20(vinte) minutos. O precipitado foi então suspen-
so em 15 ml de agua destilada, obtendo-se um gel espesso
pipetâvel e sem grumos.

Alíquotas de l ml da suspensão foram colocadas em
estufa a 100°C durante 24 horas e determinado o peso seco.
O volume do gel foi então ajustado com água de modo a ter
60 mg de Al(OH) /ml.

2.4 - Reagentes
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Azul de Evans - E. Merck, Darmstadt, Alemanha.
Azul de Bromofenol - E. Merck, Darmstadt, Alemanha.
Sephadex G-100 fina - Pharmacia Fine Chemicals,

Suécia.

Acrilamida e N-N'Metilenobisacrilamida - Eastman
Organic Chemical, Rochester, N.Y., USA.

Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) - E. Merck Ag.,
Darmstadt, Alemanha.

0-Mercaptoetanol - E. Merck, Darmstadt, Alemanha.
EDTA - E. Merck, Darmstadt, Alemanha.
Sulfato de Amónio e Alumínio (AlVííi (SÓ ^)^ ,1211^0)

- Mallinckrodt, St Louis, USA.

Ovalbumina 5x cristalizada (90 %) - Serva,

K
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Heidelberg, Alemanha Ocidental.

Os demais reagentes são de grau analítico e foram
adquiridos comercialmente.

v

2.5 - Determinação da Proteína
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Foram feitas determinações de proteína do ET e das
frações através do mëtodo do microbiureto, segundo GOA (1953) ,
utilizando-se a albumina sërica bovina (BSA) como padrão.
Para os eluatos de colunas, as determinações de proteínas
foram feitas segundo o método descrito por BRADFORD (1976),
utilizando-se também BSA como padrão.

.1

2.6 - Determinação da Atividade Hemaglutinante
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O método usado para determinar a atividade hema-
glutinante das frações proteicas e eluatos de colunas foi o
descrito por MOREIRA & PERRONE (1977), modificado para o uso
de hemâcias de coelho e presença de Ca e Mn (MOREIRA. et.
al., 1983). No presente trabalho foram usadas também hemâ-
cias de camundongo, de cobaia, humanas e de carneiro.

As amostras foram diluídas de maneira seriada em
tubos contendo NaCl 0,15 M, de forma que o volume final em
cada diluição fosse 100 yl. Em seguida, foram adicionados a
cada tubo 100 pl de uma suspensão de hemãcias a 4 %, de di-
ferentes animais. Em alguns ensaios, foram adicionados nos
tubos, íons Ca e Mn de forma que a concentração final em
cada tubo fosse igual a 1,25 mM. Os tubos foram incubados
em estufa a 37°C, por 30(trinta) minutos e deixados a tem-
peratura ambiente por mais 30(trinta) minutos. A detecção
da aglutinação das hemâcias foi feita em um microscópio e
quantificada em unidades de hemaglutinação (UH). Uma ÜH é a
quantidade de amostra do material ppr ml em um tubo de en-
saio dando uma forte reaçâo de 2+, isto é, 50 % de hemagluti-
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2.7 - Ensaio com EDTA

A f ração FO-50 % foi dissolvida em PBS-EDTA 0,01 M
e dialisada contra a mesma solução. Em seguida, foi feita a
determinação âa atividade hemaglutinante do dialisado, na
presença e na ausência aos íons Ca e Mn 1,25 mM.

2.8 - Inibição da Ativiâade Hemaglutinante por Açúcares

Partindo-se de uma solução-estoque 0,2 M de cada
açúcar, foram feitas diluições seriadas num intervalo de
0,05 a 0,0015 M, sendo mantido um volume de 50 pl . Adiciona-
va-se a seguir, 50yl do ET numa concentração previamente de-
terminada como sendo a menor concentração ainda capaz de
induzir 100 % de hemaglutinação. Adicionava-se então 100 pl
de uma suspensão de hemãcias de coelho a 4 %. Os tubos fo-
ram colocados em estufa a 37°C, por 30(trinta) minutos e
posteriormente deixados ã temperatura ambiente por mais 30
(trinta) minutos. As hemâcias foram então observadas em mi-
croscõpio, sendo a menor concentração do açúcar capaz de
inibir 50 % da reação referida como Igp ^ .
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2.9 - Cromatografia em Sephadex G-100

Usou-se uma coluna de Sephadex G-100, medindo
19,5 cm de altura e 1,3 cm de diâmetro, preparada e montada
segundo DETERMAN (1969). O gel foi entumescido em agua du-
rante pelo menos 72 horas e a coluna montada deixando-se o
gel sedimentar por açâo da gravidade. A coluna foi então
equilibrada com PBS e a amostra (FO-50 %) foi dissolvida no
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tampão de equilíbrio e eluída com o mesmo tampão, a um flu-
xo de 39 ml/h. Em seguida, a coluna foi lavada com PBS con-
tendo glicose 0,2 N. A leitura de absorbãncia (280 nm) dos eflu-
entes foi realizada em um espectrofotõmetro VARIANT-634 e
foram recolhidas alíquotas dos picos para determinação da
Atividade Hemaglutinante Específica (AHE), de acordo com a
formula abaixo:

nQ de UH
AHE

mg de proteína

Uma outra coluna, de Sephadex G-10 O foi montada
com maiores dimensões (diâmetro = 2,5 cm e altura = 30,5cm),
seguindo a mesma metodologia usada anteriormente. A coluna
foi equilibrada com PBS e as amostras (ET e F30-40 ï) dis-
solvidas no tampão de quilíbrio foram eluídas com o mesmo
tampão. As eluições foram feitas a um fluxo de 58,8 ml/h.
Como no experimento anterior, a coluna foi lavada com PBS
contendo glicose 0,2 N ou tampão glicina/HCl 0,1 N pH 2,7,
na expectativa da liberação de alguma proteína que tivesse
ficado retida na coluna. A cromatografia foi acompanhada
pelas leituras de absorbâncta (280 nm) dos efluentes em es-
pectrofotõmetro VARIAN-634. De cada fração recolhida, foi
determinada a AHE.
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2.10 - Cromatografia em Coluna de Manose Acoplada a Epoxi-
Sepharose-6B Ativada
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Uma coluna de manose acoplada a epoxi-Sepharose-GB
ativada, foi preparada seguindo instruções do fabricante.

A coluna, cujo diâmetro era igual a 1,3 cm e pos-
suía altura igual a 4,1 cm, foi equilibrada com PBS, sendo
a amostra (FO-50 %) dissolvida no tampão de equilíbrio e
aplicada na coluna. Em seguida, fez-se a eluição com PBS,
seguida de PBS contendo glicose 0,2 N. As frações foram re-
colhidas em um coletor automático Fraccil-100 e foram fei-
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tas leituras de absorbãncia (280 nm) dos efluentes em um es-
pectrofotometro VARIAN-634.

ï

2.11 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS e g-
mercaptoetanol em Placas
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Foram usadas neste experimento, amostras do ET, bem
como das fraçoes FO-50 ï, F50-70 % e F70-90 % dialisadas e
liofilizadas, dissolvidas em tampão fosfato 0,1 M pH 7,0,
contendo SDS e g-mercaptoetanol l %. As amostras foram in-
cubadas a 100°C por 20 (vinte) minutos e então submetidas a
uma eletroforese descontínua, descrita por LAEMMLI (1970) e
adaptada para o uso de placas. Foram usadas também como
amostras, as fraçôes FO-50 % e F70-90 % sem adição do P -
mercaptoetanol l %.

As placas foram preparadas usando-se 02(dois) ti-
pôs de géis: o gel de aplicação, composto por acrilamida 4 %
e 0,1 % de SDS em tampão tris-HCl pH 6,8 e o gel de separa-
cão, contendo 17,6 % de poliacrilamida e 0,1 % de SDS em
tampão tris-HCl pH 8,8.

Foram aplicadas alíquotas das amostras acrescidas
de um corante (azul de bromofenol 0,05 %) para visualizar a
frente de corrida, em poços preparados no gel de aplicação.
As amostras foram submetidas a uma corrente contínua de
30 mA e tampão tris-glicina 0,04 M pH 8,3. O gel foi corado
durante pelo menos 20(vinte) horas com Coomassie Brilliant
Blue 0,005 % em metanol: acido acético: água(4:0,7:3,3) e o
descoramento foi feito com uma solução de acido acético:
metanol: agua (1:8:3,3).

Os pesos moleculares foram calculados usando-se
como padrão a lectina conA que se dissociou em 04 (quatro)
subunidades cujos pesos moleculares são 26.000, 14.000,
12.000 e 9.000 daltons.

.:1

"»;•.

..<"•'



^ fl
:fl:

Í&1

;.y

•f

í

I

29

2.12 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS em Tubos

As amostras (pico I e pico II de proteína obtidos
da F30-40 % através de cromatografia em Sephadex G-100) lio-
filizadas foram dissolvidas em tampão fosfato 0,01 M com
SDS 2 % e submetidas a uma eletroforese em tubos, segundo
técnica descrita por WEBER & OSBORN (1969).

Os tubos foram preparados usando-se gel composto
de tampão fosfato 0,1 M, com SDS 0,1 % e acrilamida 5 %.

Foi adicionado as amostras um corante (azul de bro-

mofenol a 1 %) para visualizar a frente de corrida eletroforë-
tica. Em seguida, as amostras foram adicionadas nos topos dos
tubos e submetidas a uma corrente de 7mA/tubo durante 04 (qua-
tro) horas usando-se uma corrente contínua e tampão fosfa-
to 0,1 M com SDS 0,1%.

O gel foi corado por pelo menos 20(vinte) horas

com o Coomassie Érilliant Blue 0, 05 % em metanol: acido acé-
tico: água e descorados por uma solução de metanol: acido
acético: água (1:1,5:17,5).

Os pesos moleculares foram calculados a partir do
método descrito por XAVIER & MOREIRA (1978).
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2.13 - Imunização por Via Subcutânea
•'.;

Grupos de 08(oito) camundongos do tipo "swiss" fo-
ram imunizados por via subcutânea, na região dorsal, com di-
f crentes antígenos (proteínas). Para cada animal foram in-
jetados 0,5 ml de uma solução salina contendo 100 vg do an-
tígeno acompanhado ou não do adjuvante de acordo com o es-
quema experimental (item 2.11). Foram dados reforços nas
mesmas condições, nos dias 21 e 35 apôs a imunização ini-
ciai.
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2.14 -Obtenção de Antissoros

y

As amostras de sangue foram coletadas com o auxí-
lio de uma pipeta Pasteur, no plexo orbital dos camundon-
gos em diferentes dias (item 2.16). O sangue foi deixado em
repouso por 01(uma)hora a temperatura ambiente para que hou-
vesse retração do coagulo. Os "pools" de soro foram colhi-
dos com pipeta Pasteur e então centrifugados (International
Clinical Centrifuge CL4487-7) a 2500 rpm, por 05(cinco) mi-
nutos para retirar algumas hemãcias que não se prenderam
ao coagulo. Os "pools" de soro foram então armazenados em
recipientes de plástico e guardados a -20°C.

2.15— Anafilaxia Cutânea Passiva (PCA)

"
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Os anticorpos do tipo IgE presentes em soros de ca-
mundongos imunizados foram quantificados através da técnica
de PCA em ratos como descrito por OVARY (1952) e modificado
por MOTA & WONG (1959). Os anticorpos do tipo IgG^ também
foram quantificados através da Anafilaxia Cutânea Passiva,
sendo a técnica adaptada para o uso de camundongos.

O título de PCA foi definido como o logaritmo na
base dois do inverso da diluição máxima do antissoro (Dmax)
capaz de provocar uma reação cutânea positiva.

Título de PCA = log^l/D^ax

2.15.1 - Reações de Anafilaxia Cutânea Passiva (PCA)
IgG^ em Camundongos

para
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As respostas do tipo IgG, foram determinadas atra-
vês de reaçoes de PCA em camundongos "swiss". A pele da re-
gião dorsal do animal foi raspada e diluições seriadas dos
antissoros, em volume de 50 pl, foram injetadas intradermi-
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camente em pontos previamente marcados. Apôs 02(duas) horas
da injeção dos antissoros, foi aplicado por via endovenosa,
no plexo orbital do animal, uma solução contendo 500 pg do
antígeno específico dissolvido em 250 u l de azul de Evans
0,5 %. Os animais foram sacrificados 30(trinta) minutos apôs
a aplicação do antígeno e a pele foi dissecada para análise
da resposta. A resposta foi avaliada pelo aparecimento na
pele do animal de uma mancha azulada provocada pelo extra-
vasamento do corante. As PCAs foram feitas com animais em
duplicatas. Foram usadas como controles, solução salina e
soro de camundongos colhidos no dia "zero", ou seja, no dia
inicial da imunização.

s»

2.15.2 - Reações de Anafilaxia Cutânea Passiva (PCA)
IgE em Ratos
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Para se determinar títulos de anticorpos do tipo
IgE em soro de camundongos, foram feitas PCAs em ratos al-
binas. A pele da região dorsal do animal foi raspada e as
diluições dos antissoros, em volumes de 100 pl, aplicadas
em pontos determinados anteriormente. Apôs um período de la-
tëncia de 22 horas foram injetadas endovenosamente, na veia
peniana do animal, 100 yl de uma solução de azul de Evans
0,5 % contendo 2000 ug do antígeno específico. Apôs 30(trin-
ta) minutos do desencadeamento da reação de PCA, o animal
foi sacrificado e a pele dissecada para analise do resulta-
do. As PCAs foram feitas com animal em duplicatas e foram
usados como controles solução salina e soro dos camundongos
colhido no dia da imunização inicial.
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2.16 - Esquema Experimental

Grupos de 08(oito) camundongos "swiss" foram imu-
nizados por via subcutânea com diferentes f rações proteicas,



•^•••:"

'^

ïïï"?W?ï:
.^fyy:y^y^

^-

a»

.ï,

•fc 32

como descrito no esquema a seguir:
A - Grupos do Extrato Total (ET). •
A.1 - Camundongos imunizados com 100 ug do ET + l mg de

Al(OH) .
A.2 - Camundongos imunizados com 100 ug do ET.
B - Grupos das frações proteicas do ET.
B.l ~ Camundongos imunizados com 100 yg da fração PO-50 % +

l mg de Al(OH)3.
B.2 - Camundongos imunizados com 100 vg da fração P-50-70 %

+ l mg de Al(OH)3.
B.3 - Camundongos imunizados com 100 yg da fração F-70-90 %

+ l mg de Al(OH) 3.
C - Grupos da Ovalbumina (OVA)
C.l - Camundongos imunizados com 100 yg de OVA + l mg de

Al(OH)3.
C.2 - Camundongos com 100 pg de OVA.

Todos os animais foram sangrados no dia "zero" ou
seja, no dia da imunização inicial, como controle. Foram
também sangrados nos dias 7, 14, 21 apôs a imunização ini-
ciai, para averiguação da resposta primaria. Nos dias 21 e
35 foram dados reforços nas mesmas condições da imunização
inicial e foram feitas sangrias nos dias 28, 35 e 42 para
obtenção da resposta secundaria.

2.17 - Análise Estatística
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Foi feita uma analise de variância entre os títu-
los de IgG^ e IgÉ obtidos pelas imunizações com 100 pg de
ET + l mg de Al(OH)3, 100 vg de OVA + l mg de Al(OH)3,
100 vg de ET e 100 yg de OVA. Foram utilizados o modelo fa-
torial com 2 fatores fixos (antígeno e tempo) com repeti-
coes e o teste de Tukey para as comparações individuais.
Foi feita também uma análise de variância entre títulos de

e IgE obtidos pelas imunizações com 100 vg da fraçao
FO-50 % + Img de Al (OH) 3, 100 u g da f ração F50-70 %+ l mg
de AKOH)^ e 100 pg da fração F70-90 %+ l mg de Al(OH)3.
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Foi utilizado o teste de aditividade de Tukey seguido pelo
modelo fatorial com 02(dois) fatores fixos (antígeno e tem-
po) sem repetição. As comparações individuais foram feitas
através do teste de Tukey.

Os quadros de análise de variância estão mostrados
em anexo. „•;
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3.1 - Descrição da Semente de Lablab purpureus
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O feijão mangalõ (Lablab purpureus)apresenta uma

vagem pequena y medindo 1,5 cm x 6 cm e contendo 4 a 6 se-

mentes. As sementes possuem tegumentos claros e hilos de cor

branca, comprimidos, ocupando aproximadamente 1/3 do perí-

metro da semente (FIGURA 04). Elas pesam em média 310 mg e

medem 7 mm x 11 mm.
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3.2 - Teor de Proteína e de Atividade Hemaglutinante nas t!

..*-

Fraçoes

A TABELA 01 mostra o teor de proteínas das fra-

coes y como também a atividade hemaglutinante presente no

extrato total e f rações. O extrato total comporta 16,0 UH/

mg de proteína. Para as f rações, pode ser observado que a

maior parte da proteína (33 %) contida no extrato total,

como também a atividade hemaglutinante (70 %) , precipita.rani
junto com a f ração FO-50 %. A f ração F50-70 %, que contém

4,5 % da proteína total, também apresentou atividade hema-

glutinante (5 %). Com a fração F70-90 % foi recuperada boa

parte da proteína (23 %), mas ela não apresentou atividade

hemaglutinante.

Os resultados obtidos quando se fez um fraciona-

mento do ET com sulfato de amónio nos níveis de saturação

0-30 ï, 30-40 % e 40-50 %, estão mostrados na TABELA 02.0b-

serva-se que a fração que se apresentou mais purificada foi

a fração F30-40 %.
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FIGURA 04 - Semente de Lablab purpureus (L.) Sweet.
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TABELA 02 - Teor proteico e atividade hemaglutinante
fraçoes PO-30 %, F30-40 % e F40-50 %.

37

das

^

Proteína Unidade de Atividade Atividade

Fraçoes Total Hemaglutinação Específica Recuperada
(%) UH(vg/ml)* (UH/mg) (%)

*

ET

FO-30 %

F30-40 %

F40-50 %

100,00

8,46

7,00

8,76

62,50

125,00

31,25

62,50

16

8

32

16

100,0

8,5

28,4

17,8

*Uma UH foi definida como sendo a menor concentração de pro-
teína capaz de causar uma forte reação de 2+ (PUSZTAI
et al., 1987).
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3.3 - Atividade Hemaglutinante ;do Extrato Total em Diferen-
tes Animais

Como pode ser visto na TABELA 03, o extraio total
aglutina hemâcias de coelho, bem como hemãcias humanas. O
extrato total não apresentou atividade grupo sanguíneo es-
pecífica, aglutinando igualmente os sangues do tipo A, B e
O. Não foi detectada atividade hemaglutinante para hemácias
de camundongos, cobaias e carneiros.

'^
3.4 - Açao dos Íons Ca e Mn na Atividade

do Extrato Total

Hemaglutinante

Foi testada a atividade hemaglutinante do extrato
total em hemácias de coelho a 2 %, na presença deCa e Mn2+
1,25 mM. Os resultados obtidos não diferiram daqueles ob-
tidos na ausência destes íons (resultados não publicados).

Quando a fração FO-50 % foi dialisada contra PBS

contendo EDTA 0,01 M, ela perdeu totalmente a sua atividade
hemaglutinante. Mas, a atividade foi recuperada posterior-
mente pela adição dos íons Ca2+ e Mn2+ 1,25 mM (resultados não
publicados).

ï -m^

^. 3.5 - Inibição da Atividade Hemaglutinante por Açúcares
^•"
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O extrato total foi submetido a um ensaio de ini-

bicão da atividade hemaglutinante (hemãcias de coelho), por
vários açúcares, numa faixa de concentração que variava de
0,05 M a 0,0015 M. A TABELA 04 mostra a menor concentração
do açúcar capaz de inibir 50 % da atividade hemaglutinante,
denominada IgQo^. De acordo com os resultados, os inibidores
mais potentes foram o N-acetil-D-glicosamina (1^ o^ = O ,003M)
e a-metil-D-Manosídeo (150?;,= 0,003 M), seguidos pela D-
glicosamina (I

50 % 0,006 M) e D-manose

I"
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TABELA 03 - Atividade hemaglutinante do ET em diferentes
animais

'J*

Origem do sangue

Camundongo

Coelho

Humano: A

B

o

Cobaia

Carneiro

Atividade hemaglutinante

ÜH (pg/ml)

*
lie g

62,5

250,0

500,0

250,0

neg

neg

*Não foi observada aglutinação nem mesmo na maior concen-
tração usada (500vg/ml) do ET. •M
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TABELA 04 - Inibição da atividade hemaglutinante do ET por

açucares.

^

-s'

Açúcar

N-acetil-D-glicosamina

a-metil-D-manosídeo

D-glicosamina

D-manose

D-glicose

N-acetil-D-galactosamina

Lactose

Melibiose

Rafinose

L-fucose

I50 % (mM)*

3,0

3, O

6,0

6,0

12,0

neg

neg

neg

neg

neg

+

*Foi considerada a menor concentração requerida do açúcar

para inibir 50 % da atividade hernaglutinante do ET.

+Não foi observada inibição da atividade hemaglutinante na

maior concentração usada do açúcar referido (50 mM). ÏÍ
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(I50% =: 0^006 M). A D-glicose mostrou-se também um bom inibi-
dor da atividade hemaglutinante, sendo o I^o^ = 0,012 M. Os
açúcares lactose, melibiose, rafinose e L-fucose não foram
capazes de inibir a atividade hemaglutinante do extrato to-
tal na maior concentração testada (0,05 M).

3.6 - Crpmatografia em Sephadex G-10 O
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Os resultados obtidos quando o extrato total, re-
cém-extraído com PBS e não dialisado, foi passado em uma co-
luna Sephadex G-100 e eluído com o mesmo tampão, estão mos-
trados na FIGURA. 05. Houve o aparecimento de 02(dois) pi-
cos, ambos com atividade hemaglutinante. O pico I reteve a
maior parte da proteína, mas quem apresentou maior Ativida-
de Hemaglutinante Específica (AHE) foi o pico II.

A eluição posterior com PBS contendo glicose 0,2 N
ou a eluiçao com tampão glicina/HCl 0,1 M, pH 2,7, não evi-
denciaram nenhum pico adicional.

O perfil cromatogrãfico obtido pela fraçao F30-
40 ï, dissolvida em PBS e eluída com o mesmo tampão, apre-
sentou 02(dois) picos, ambos com atividade hemaglutinante
(FIGURA. 06) . Pode-se observar que o perfil assemelha-se
aquele obtido pelo ET (FIGURA. 05), onde o pico I reteve a
maior parte da proteína, porém apresentou AHE pequena. O
pico II possui baixo teor de proteína, apresentando-se bas-
tante contaminado, inclusive por açúcares (determinado pelo
método de DUBOIS (1956), resultados não publicados). Porém
a AHE do pica II é bem maior do que aquela apresentada pelo
pico I.

Como aconteceu ao ET, nenhum pico foi eluído com
PBS contendo glicose 0,2 N ou com tampão glicina/HCl 0,1 M,
pH 2,7.

Quando a fração FO-50 % foi cromatografada através
de uma coluna Sephadex G-100, obteve-se o perfil mostrado
na FIGURA 07. A amostra dissolvida em PBS e eluída com o
mesmo tampão, apresentou 02(dois) picos de proteína. Não

.-
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Cromatografia da fração FO-50 % em coluna de Se-
phadex G-100 equilibrada com PBS e eluída com o
mesmo tampão, seguido âe PBS contendo glicose
0,2N

Amostra: 10 mg/ml Fluxo: 39 ml/h Frações: 2 , 6 ml
o—o AbS28Q nm
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houve aparecimento âe outro pico quando foi feita a eluição
com PBS contendo glicose 0,2 N. Foram determinadas as AHE
dos cumes de ambos picos I e II, sendo que a encontrada
no pico II foi maior que aquela encontrada no pico I (re-
sultados não publicados).

3.7 - Cromatografia com Manose Acoplada a Epoxi-Sepharose-
6B-Ativada

;•-"•

-w

A coluna de manose acoplada a epoxi-Sepharose-
6B-ativada foi utilizada com o intuito de reter a lectina
que apresenta especificidade para este açúcar. Mas, com es-
ta cromatografia conseguiu-se obter apenas 01(um) pico que
continha atividade hemaglutinante e que foi eluído com o
próprio tampão de equilíbrio (FIGURA 08), não havendo nem
mesmo peneiramento molecular.

A coluna foi testada com conA, que também apresen-
ta especificidade para manose, e ela se mostrou eficaz em
reter toda conA aplicada.

3.8 - Eletroforese
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Os padrões eletroforèticos apresentados pelo ET e
pelas fraçôes FO-50 %, F50-70 % e F70-90 % estão mostrados
na FIGURA. 9A. Pode-se observar que as frações apresentam pa-
droes semelhantes. As diferenças fundamentam-se principal-
mente nas bandas de peso moleculares mais baixos. Observa-
se que as bandas de baixo peso molecular estão sobretudo nas
frações FO-50 % e F 50-70 % sendo muito fraca na fração F70-
90 %. Além disto a atividade hemaglutinante sõ foi detecta-
da nas fraçôes FO-50 % e F50-70 %, inexistindo na F70-90 %.

Na eletroforese em tubos, foram usadas como amos-
trás os picos I e II de proteína, obtidos da fraçao F30-
40 %, através de cromatografia em Sephaâex G-100. O pico I
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FIGURA 09 - Eletroforese em yej. de poliacrilamida. (A) Amos-
trás: 1-conA; 2-F70-90 %; 3-F50-70 ï, 4-FO-50 %
e 5-ET (todas estas amostras foram tratadas com
0-mercaptoetanol l %) ; 5-FO-50 % e 7-F70-90 %
(estas amostras não foram tratadas com -mer-
captoetanol l %). (B) Amostras: 1-pico I de pro-
teína da F30-40 % obtido através de cromatogra-
fia em Sephadex G-100; 2-pico II de proteína
da F30-40 % obtido através de cromatografia em
Sephadex G-100 (estas amostras não foram trata-
das com B-mercaptoetanol l %).
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apresentou 11 bandas, cujos pesos moleculares variam entre
12.800 e 79.000 daltons. O pico II apresentou 04 (quatro);
bandas, cujos pesos moleculares são: 12.158, 16.074, 17.830
e 21.555 daltons (FIGURA 09 B;).

3.9 - Resposta do Tipo IgG^ Induzida em Animais Imunizados
com o ET e com a OVA
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Os animais imunizados com 100 pg do ET + l mg de
Al(OH)3. (FIGURA 10A) não apresentaram título de PCA no 70
dia apôs a imunização. Mas, no 14o dia detectou-se um tltu-
lo igual a 0,5, que subiu para 1,5 no 21o dia e apôs o 1°
reforço, aos 28 dias o título foi igual a 6, subindo para
6,5 no 350 dia, quando foi dado o 20 reforço. Houve um
acréscimo de título aos 42 dias onde foi alcançado valor
igual a 8,5.

Para efeito de comparação, animais foram imuniza-
dos com 100 pg de OVA + l mg de Al(OH)3, cujos resultados
da síntese de IgG^ estão mostrados na FIGURA l O A. Pode ser
observado que não houve resposta primaria, sendo que apenas
apôs o primeiro reforço, os animais imunizados com OVA
apresentaram título de IgGi igual a 1, que desceu para 6
aos 35 dias e apôs o segundo reforço, alcançou título igual
a 7 aos 42 dias.

Para os animais imunizados com 100 pg de ET sem
adjuvante, FIGURA 10 B, não se detectou níveis de IgG^ no IQ
dia apôs a imunização, sendo que no 140 dia houve o apare-
cimento de um título igual a 0,5. No 210 dia detectou-se um
título igual a 0,5 que subiu para 5 no 280 dia. O título
baixou para 4,5 no 350 dia, retornando a 5 aos 42 dias.

A nível de comparação foi feita também imunização
com OVA na ausência do adjuvante. Para a síntese de anti-
corpos do tipo IgG.^ (FIGURA IOB/ não foi detectada resposta
primaria. Apôs o primeiro reforço, aos 28 dias, alcançou-se
título igual a 7 que permaneceu constante, mesmo apôs o 2°
reforço. 'M
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FIGURA 10 - Resposta do tipo IgG^ em camundongos imunizados
com 100 yg do ET + l mg de Al(OH)^ CA»—••), com
l O Opg de OVA + l mg de Al(OH) (AO—-o} com
100 ug do ET (B. •—•) e com 100pg de OVA(Bo-a).
As reações de PCA foram desencadeadas apôs um
período de latência de 2 horas, com 500 p g
da fração utilizada para imunização. As setas
indicam os dias em que foram dados reforços. Os
:4 tratamentos não diferiram entre si a ní-
vel de 5 % (F = 2,55).
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3.10 - Resposta do Tipo IgE Induzida em Animais Imunizados
com o ET e com a OVA

As reações de PCA nos animais imunizados com 100 pg
do ET + l mg de Al(OH)3, FIGURA 11 , apresentaram título
igual a l no 70 dia apôs a imunização inicial chegando a ze-
ro no 140 dia e subindo para 0,5 no 210 dia. Apôs o 10 re-
forço houve um aumento no título, que alcançou 7 aos 28
dias e baixou para 5 aos 35 dias. Apôs a aplicação do 2o
reforço, o título de PCA subiu, alcançando valor 7,5 aos 42
dias.

No tocante a resposta do tipo IgE, os animais imu-
nizados com 100 pg de OVA + l mg de Al(OH)3 não apresenta-
ram resposta primaria (FIGURA 11A). Aos 28 dias, logo apôs
o segundo reforço, alcançou-se título de IgE igual a 7 que
desceu para 5 aos 35 dias. Apôs o segundo reforço, aos 42
dias, houve um novo aumento de título, alcançando-se valor
igual a 6,5.

Os animais imunizados com 100 yg de ET sem adju-
vante, FIGURA. 11B, apresentaram uma discreta resposta pri-
maria aos 21 dias com um título igual a 0,5. Depois do pri-
meiro reforço, aos 28 dias, foi detectado níveis séricos de
IgE com um título igual a 6,5. Aos .35 dias o título baixou
para 3, subindo para 5,5 aos 42 dias, 7 dias apôs o 20 re-
forço.

Para a resposta do tipo IgE, não foi detectada
resposta primaria nos animais imunizados com 100 pg de OVA
na ausência do adjuvante. Mas, apôs o primeiro reforço, ob-
servou-se título de IgE igual a 7 que baixou para 2,5 aos
35 dias e subiu para 3 aos 42 dias, 7 dias apôs o segundo
reforço.
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3.11 - Resposta do Tipo IgG^ Induzida em Animais Imunizados
com as Frações Proteicas

Para os animais imunizados com 100 pg da FO-50 %,
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Resposta do tipo IgE em camundongos imunizados
com 100 yg do ET + l mg de Al (OH) 3 (A»—•), com
100 p g de OVA + l mg de AKOHÍg (Ao—o), com
100 p g do ET (B N—•) e com 100"v g de OVA (Ba—a).
As reações de PCA foram desencadeadas apôs um
período de latência de 22 horas. As setas indi-
cam os dias em que foram dados os reforços, os
tratamentos que levaram A1(OH)3 diferiram esta-
tisticamente a nível de 5 % daqueles que não ti-
veram adjuvante (F=7,14). Os tratamentos sem ad-
juvante foram estatisticamente iguais, mas apre-
sentaram diferença no tempo (F=114,38).



^:-l
t
a-

s
s
I;
.t

'.^

te

y-'

B:
íï

t;
Ïií
•.•-•f-

M

'Í

52

FIGURA 12A, não foi detectado IgG, , no 70 dia, sendo que no
14o dia dgtectou-se um título igual a l que subiu para 3 no
21Q dia. Apôs a aplicação do l^ reforço, o título aumentou
alcançando valor igual a 8 no 280 dia e permaneceu constan-
te ate o 42Q dia, mesmo apôs o reforço dado aos 35 dias.

Os animais imunizados com 100 yg da F50-70 %, FI-
GURA 12B, não apresentaram níveis séricos de IgG^ detectá-
veis no 1° dia apôs a imunização, mas como nos animais imu-
nizados com 100 pg da FO-50 ï, eles alcançaram um título
igual a l no 140 dia, subindo para 3 no 21o dia. O título
subiu para 7 no 28s dia e permaneceu constante até o 35Q
dia, quando atingiu o valor de 8 aos 42 dias.

Para os animais imunizados com 100 vg da fração
F70-90 %, FIGURA 120, alcançou-se título igual a l no 140
dia, que subiu para 3 no 210 dia, quando foi dado o 2° re-
forço. Foi detectado um título igual a 8 no 28^ dia, que
baixou para 7 aos 35 dias. Com o 2° reforço, o título subiu
para 8 aos 42 dias.

3.12 - Resposta do Tipo IgE Induzida pelas Frações Protei-
cãs
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Para os animais imunizados com 100 pg da FO-50 %,
FIGURA 13A, as reaçoes de PCA detectaram níveis séricos de
IgE a partir do 7Q dia apôs a imunização inicial, quando se
obteve um título de PCA igual a 3. O título caiu para l no
14ô dia e subiu para 2 no 210 dia. Apôs o lo reforço, na
resposta secundaria, houve um aumento do título aos 28 dias
para 8, baixando para 6 no 35Q dia e subindo novamente para
8 no 420 dia, 7 dias apôs o 2Q reforço.

Os camundongos imunizados com 100 pg da F50-70 %,
FIGURA 13B, alcançaram título igual a 2 no 7^ dia, que bai-
xou para zero no 140 dia, assim permanecendo até o 210 dia,
quando foi dado o 1Q reforço. O título subiu para 6 aos 28
dias e caiu para 2 no 350 dia, alcançando novamente valor
igual a 6 no 420 dia, isto é, 7 dias apôs o 2o reforço.

v



^-

's»

-»

t:; f:
S '' ï\
ï • ï,

í'

I-I
f

I-
s''s1.

'^í.

I

"K

:¥1
ífr
II.

"Ï1
t
:s

íi

^,1
I
Ï'

ï''

.•^'?-

^
'j

I
I

-%:.

»SP»

.'

8
(A) I

x x

6

4

2

o
K

(B)o

lË i8Q

(M
o» 6
o

<t 4
u
Q.

2UJ
Q

9 o
=>

(C)h-

i lh- 8

6

4

2

o

FIGURA 12 -

53
>;

0 7 14 21 28 3ò~~42"
DIAS APÓS A IMUNIZAÇÃO

Resposta do tipo IgG, em camundongos imunizados
^100 p g das frações + l mg de AKOH^ . FQ-
50 % (AX—x), F50-70 % (B^--^) e F70-90 \
(€^—O . As reaçoes de PCA foram desencadeadas
apôs um período de latencia de 2 horas, utilï^
.ando-se 500 ,g da fraçâo usada na imunização.
Ascetas indicanz os dias em que foram dados" os
reforços. Houve diferença estatística a nível
de 5 % (p= 8,00), entre a fração F50-70 %"e'as
demais fraçoes, sendo que as frações FO-50 %
F70-90 % foram iguais entre si.
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FIGURA 13 - Resposta ao tipo IgE em camundongos imunizados
com 100 vg das frações 4-l mg de Al(OH) . FO-50 %
(Ax—x) F50-70 % (BA—A) F70-90 %(A—A). As
reaçoes de PCA foram desencadeadas apôs um pe-
ríodo de lactência de 22 horas, com 2500 g da
fração utilizada na imunização. As setas indicam
os dias em que foram dados os reforços. Foi de-
tectada diferença estatística a nível de 5 %
(F = 5,46) apenas entre as frações FO-50 % e
F70-90 %, sendo que as fraçôes FO-50 %eF50-70%
foram iguais entre si, as frações F50-70 % e
F70-90 % também foram iguais entre si.
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Nos camundongos imunizados com 100 vg da F7 O-9 O %,
a fração do extrato total que não possui lectina, FIGURA
13C, observou-se um título igual a 4 no 7o dia apôs a imu-
nizaçao. O título desceu para zero no 140 dia e assim per-
maneceu até o 210 dia. O título subiu para 4, apôs o 1° re-
forço, aos 28 dias e caiu para 2 aos 35 dias. No 420 dia,
7 dias apôs o 20 reforço, houve um novo aumento de título
que alcançou o valor de 4.
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4 - DISCUSSÃO

4.1— Tentativas de Purificação da(s) Presumível(eis) Lec-
tina(s) de Lablab purpureus
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As proteínas de Lablab purpureus foram extraídas
com PBS pH 7,4 (FIGURA 03) por ter sido este o tampão uti-
lizado quando da extraçao de proteínas de outras variedades
do Dolichos lablab estudadas anteriormente (FAVERO e^fc aï_
1986), KUMAR & RAO (1986) e GÜRAN et al. (1983)).

A atividade hemaglutinante do extrato total de
Lablab purpureus foi testada em hemãcias de diferentes es-
pëcies de animais (TABELA 03). Dê todas as hemãcias testa-
das, o ET do Lablab purpureus agiutinou somente as hemãcias
de coelho e as hemãcias humanas. As.hemãcias humanas foram
aglutinadas de forma inespecífica com respeito aos grupos
sanguíneos A, B e O, tal como ocorreu com as lectinas de
Dolichos labJ^a^ que foram isoladas na Índia, (KUMAR & RAO
1986), Turquia,(GURAN et al., 1983) e França,(FAVERO (1986)).

Foi também testada a açâo dos íons Ca2+ e Mn2+ sobre
a atividade hemaglutinante do extrato proteico. A adição
destes íons não modificou a atividade hemaglutinante. Ape-
sar disto a fraçao FO-50 % perdeu sua atividade hemagluti-
nante quando dialisada contra o PBS acrescido de EDTA 0,01 M
e esta atividade foi recuperada apôs diãlise contra PBS e
adição dos ions Ca e Mn2+ 1,25 inM. Estes dados sugerem que
no sítio ativo da(s) presumível(eis) lectina(s) presente(s)
neste extraio existem íons que são fundamentais para que
ela(s) exerça(am) sua atividade hemaglutinante. Uma vez
dialisada(s) contra EDTA, esta(s) lectina(s) tiveram estes
ions quelados e a atividade hemaglutinante bloqueada. Estes
resultados são comparáveis aqueles encontrados por GURAN
et al. (1983), onde foi'mostrado que a iectina isolada de
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Dolichos lablab apresenta os íons Mn2+e Zn2+no seu sítio de
ligação, ou seja, é uma metaloproteína, cujos íons são es-
senciais às suas atividades. No entanto, a adição destes
ions não aumentou a atividade hemaglutinante desta lectina.

A atividade hemaglutinante do extrato total de
Lablab purpureus foi inibida preferencialmente pêlos açúca-
res N-acetil-D-glicosamina e ct-metil-D-manosídeo, seguida
pela D-glicosamina, D-manose e D-glicose (TABELA 04) dife-
rindo da lectina isolada das sementes provenientes da Tur-
quia que é preferencialmente inibida pela N-acetil-D-glico-
samina (GÜRAN et al., 1983), mas não é inibida pela manose
livre e diferindo também das lectinas isoladas de sementes
da Índia que são inibidas pêlos açúcares simples D-manose e
D-glicose (KUMAR & RAO, 1986) . Em recente trabalho PROUVOST-
DANON et al. (1990) demonstraram que a liberação de hista-
mina em basôfilos humanos e mastôcitos de camundongos pelo
ET por nós preparado de Lablab purpureus foi inibida mais
efetivamente pela N-acetil-D-glicosamina, seguida de D-
manose e D-glicose. Por outro lado, quando a conA era uti-
lizada para induzir a liberação de histamina, a situação
invertia-se, passando manose a ser o açúcar mais inibidor
da liberação de histamina do que a N-acetil-D-glicosamina.

As tentativas de purificação da lectina contida no
ET de Lablab purpureus tiveram numa primeira etapa, um fra-
cionamento com sulfato de amónio nos níveis de saturação
0-50 %, 50-70 % e 70-90 %, como é mostrado na FIGURA 03. A
precipitação por sulfato de amónio conseguiu Concentrar na
fração 0-50 %, 70 % da atividade hemaglutinante ficando ape-
nas 5 % retida na fração F50-70 %, sendo que a fração F70-
90 % não apresentou atividade (TABELA 01). Estes dados são
semelhantes aos obtidos com as variedades lignosus e tipicus
de Dolichos lablab (KUMAR & RAO, 1986), onde as lectinas fo-
ram precipitadas principalmente nos níveis de saturação de
sulfato de amónio de 0-60 %. Um segundo fracionamento do ET
com sulfato de amónio nos níveis de saturação 0-30 ï, 30—
40 % e 40-50 %, mostrou-se ineficaz para uma maior purifi-
cação âa lectina, uma vez que a fração F30-40 % que apre-
sentou-se a mais purificdda, sua atividade hemaglutinante
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específica foi semelhante àquela encontrada para a fração

FO-50 %. Como a atividade hemaglutinante induzida pelo ET de

Lablab purpureus è inibida, embora fracamente, por glicose,

isto demonstra a especificidade da lectina por este açúcar.

Lectinas com especificidade para glicose, tal como conA, são

satisfatoriamente isoladas quando passadas através de colu-

nas de gel de Sephadex pelo fato de ser este, um polímero

composto por ligações cruzadas de dextrana, um derivado da

glicose. No entanto, as atividaâes hemaglutinantes presen-

tes no ET e nas fraçoes FO-50 % e F30-40 % não ficaram re-

tidas nas colunas de Sephadex G-100 (SILVA-LIMA et al.,

1988). Realmente, as lectinas isoladas por KUMAR & RAO

(1986), bem como aquela isolada por GÜRAN et al. (1983) das

sementes de Dolichos lablab não se prendem ao gel Sephadex.

Geralmente, as lectinas que são preferencialmente inibidas

pelo N-acetil-D-glicosamina, como aquelas isoladas da ba-

tatá (OWENS & NORTHCOTE, 1980) ou germe de trigo (NAGATA &

BURGER, 197S) não foram isoladas por cromatografias em

Sephadex mas por cromatografias de afinidades tendo uma

glicoproteína ou o açúcar específico ligado a um suporte,

ou por polímeros da N-acetil-D-glicosamina, como a quitina

(BLOCH & BURGER, 1974). Apesar disto, FAVERO et al.,(1986)

conseguiram reter em uma coluna de Sephadex G-100 boa parte da

atividade hemaglutinante de sementes de Dolichos lablab de

origem não definida. A f ração assim retida, foi eluída com

glicose 0,2 M e apôs ser passada através de uma coluna de

afinidade (D-manopiranosíâeo-agarose) apresentou um perfil

eletroforético idêntico ao pico retido em Sephadex. Apesar

da fração proteica dotada de atividade hemaglutinante não

ficar retida em coluna de Sephadex, a passagem do ET de

Lablab purpureus utilizado no presente trabalho, através da

coluna de Sephadex G-100 levou a uma relativa purificação.

Isto poderia ser atribuído a um retardamento da passagem da

lectina que de alguma maneira interageria fracamente com a

coluna. Houve uma separação de 02(dois) picos, sendo que o

pico II âe ambos, ET e f ração F30-40 % apresentaram ^tividade

Hemaglutinante Específica (AHE) bem maior que aquela apre-
sentada pelo pico I (FIGURA 05 e 06).Afração FO-50 % quan-
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do passada através da coluna Sephadex G-100 também apresen-
tou AHE maior no pico II em relação ao pico I, o que de-

monstra que a cromatografia conseguiu concentrar no pico II
a maior parte da atividade hemaglutinante. A purificação
parcial da lectina foi constatada através da eletroforese
(FIGURA 09b) onde se verificou que o pico II apresenta ape-

nas 04(quatro) bandas com pesos moleculares variando de

12.000 a 22.000 daltons, enquanto o pipo I apresentou 11
(onze) bandas.

A lectina (ou lectinas) do Lablab pyrpureus não

foi isolada através da coluna de afinidade com manose aco-

piada a epoxi-Sep'harose-6B ativada. De acordo corn os dados
obtidos sobre a purificação de lectinas presentes em dife-
rentes variedades de Dolichos^ lablab, foram empregados di-
ferentes tipos de colunas de afinidade. GURAN et al. (1983)
conseguiu apenas retardar a eluição da lectina de Dolichos
3-ablab, sendo que, apenas uma pequena porção da lectina fi-
cou retida na coluna de Sepharon glicosilado com D-manopi-
ranosídeo, de acordo com a metodologia descrita por FILKA

et al. (1978). O mesmo ocorreu quando ele usou uma coluna
de N-acetil-D-glicosamina-Sepharon. Entretanto, KUMAR & RAO

(1986) conseguiram isolar através de uma coluna manose-
Sepharose, as lectinas presentes nas variedades lignosus e
tipicus de Dolichos lablab. Jã a lectina isolada por FAVERO
et al. (1986) prendeu-se ao gel de Sephadex G-100 sendo es-
ta propriedade peculiar para tal variedade, uma vez que as
outras, inclusive o Lablab purpureus por nós utilizado, não

se prenderam a este gel. A variabilidade dos resultados ob-
tidos dos diferentes métodos de isolamento de Lablab

purpureus pode ser atribuída a uma peculiaridade da(s) lec-
tina(s) destas sementes. Como já foi mostrado anteriormen-
te, a lectina de Lablab purpureus apresenta uma particula-

ridade no tocante ao perfil dos açúcares inibidores da ati-

vidade hemaglutinante (SILVA-LIMA et al., 1988). A(s) lec-
tina (s) de Labla^b purpureus foram parcialmente purificadas
por cromatografias em gel de Sephadex G-100, uma vez que a
AHE apresentou-se mais elevada no pico II que no pico I
(FIGURAS 06 e 07) . O pico II deve ser analisado mais deta-

WIVERS!DADE F^ERAL DO^UOTEC"^ cfa"cTsLE TWC«OCEO^
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Ihadamente, uma vez que ele apresentou perfil eletroforèti-

co com bandas dotadas de pesos moleculares semelhantes aque-

lês encontrados para as subunidades das lectinas, nas dife-

rentes variedades do Dolichos lablab (KUMAR & RAO, 1986;

GÜRAN et al., 1983; FAVERO et al., 1986). A dificuldade no

isolamento desta(s) lectina(s) pode ser atribuída a uma al-

ta especificidade com relação a presença de açúcares inibi-

dores existente no extrato total, bem como nas f rações. Além

disto, a presença de receptores endógenos nas f rações pode

estar bloqueando os sítios de ligações da(s) lectina(s).

4.2.1 - Animais Imunizados com 100 .pg de ET na Presença

na Ausência de l mg de AltOH)^
e
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No estudo da imunogenicidade das proteínas de

Lablab purpureus^- camundongos "swiss" foram imunizados com

100 pg do ET de Lablab purpureus na presença e na ausência

de l mg de AltOH)^, usado como adjuvante. Não foi obser-
vada diferença estatística significativa ao nível de 5 %

entre os 04(quatro) tratamentos e em todos os tempos anali-

sados, isto é, os animais imunizados com ET na presença e

na ausência do adjuvante apresentaram respostas semelhantes

aquelas obtidas em animais imunizados com OVA na presença

e na ausência do adjuvante. PROUVOST-DANON et al.(1972) de-

monstraram que OVA é um antígeno capaz de induzir uma res-

posta do tipo Ig(\ i em camundongos, bastante elevada e que
esta resposta aumenta com a elevação da dose e no decorrer

do tempo. Uma resposta com este perfil, isto é, resposta do

tipo IgG^ aumentada ao longo do tempo, ocorreu nas imuniza-
coes com o ET de Lablab purpureus. Isto sugere a alta imu-

nogenicidade das proteínas de Lablab purpureus levando-se

em consideração que o ET é composto de várias proteínas em

pequenas concentrações e que a OVA usada para efeito de com-
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paraçao é uma proteína pura (FIGURAS 10A. e 10B) .

Já é conhecido que o gel de alumínio (Al(OH)3) é
essencialmente um adjuvante para a formação de anticorpos do

tipo IgE (PROUVOST-DANON et al., 1966) e não de IgG^, o que
explica a semelhança entre as respostas induzidas pêlos an-

tígenos na presença e na ausência do adjuvante.

^1
^'

'<¥;

I
ï
•s-

* s
3:-
f.
a

ï

I
;ïï
ffc
'I
Ï"\
ï

4.2.2 -Animais Imunizados com 100 vg da Fração FO-50 % +

l mg de AKOH)^, 100 yg da Fração F50-70 %+ l mg
de Al(OH)3 e 100 pg da Fração F70-90 % + l mg de
Al(OH) .

Todas as fraçoes apresentaram um perfil de síntese

de IgG^ bastante alto (FIGURAS 12A, I2B e 12C), principal-
mente quando comparadas com aqueles obtidos por imunizações

com outras plantas, como a Dioclea grandiflora (NUNES,

1985), ou Artocarpus integrifolia (ALBUQUERQUE, 1987). As

fraçoes proteicas foram comparadas estatisticamente entre

si. Ao nível de 5 %, as frações FO-50 % e F70-90 % apresen-

taram-se iguais e diferiram da fração F50-70 %. Assim, a

fração F50-70 % mostrou-se menos imunogênica com respeito ã

produção de IgG^ que a fração FO-50 % e que a fração F70-
90 %. Portanto, a imunogenicidade, com respeito a produção

de anticorpos do tipo IgGj^ das frações de Lablab purpúreas
parece ser devida ã presença de proteínas com propriedades
antigenicas bastantes acentuadas. A(s) presumível(eis) lec-

tina(s) presente(s) nas frações FO-50 % e F50-70 % pare-

ce(m) não exercer nenhum efeito imunomodulador detectável

na resposta do tipo IgG^ , uma vez que a fraçao que apresen-
ta maior atividade hemaglutinante (FO-50 %) apresentou um

nível de antigenicidade que é igual estatisticamente aquele

obtido pela fração F70-90 %, que não possui atividade. Es-
tes resultados concordam com os dados obtidos com o uso da

jacalina que embora tendo especificidade para açúcares di-
f crentes da lectina de Lablab purpureus, também não modulou

a síntese de IgG^ (ALBUQUERQUE, 1987).
1
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4.3 - Respostas do Tipo IgE

4.3.1 - Animais Imunizados com 100 pg do ET na Presença

na Ausência de l mg de AltOH)^ .
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A resposta do tipo IgE para animais imunizados com

100 yg do ET com l mg do adjuvante (Al(OH)3 apresentou um
perfil que não difere estatisticamente ao nível de 5 % da-
quele apresentado pêlos animais imunizados com OVA nas mes-

mas condições (FIGURA 11A>1 . Os títulos encontrados não di-

feriram em nenhum dos tempos analisados. Como no caso da

síntese de IgG^, poder-se-ia dizer que as proteínas de
Lablab purpureus •'são bons imunógenos também para anticorpos

do tipo IgE. Para os animais imunizados com ET na ausência

do adjuvante (Al(OH),) não houve diferença estatística ao

nível de 5 % quando os resultados foram comparados aqueles

obtidos pêlos animais imunizados com OVA nas mesmas condi-

coes, (FIGURA 11B). Apesar de não ter havido diferença es-

tatística entre estes dois tratamentos, uma análise esta-

tística dos títulos ao longo do tempo, revelou uma diferen-

ca significativa a 5 % (F = 114,38) aos 42 dias, ou seja,

apôs o segundo reforço, os animais imunizados com OVA pra-

ticamente não aumentaram o título, enquanto os animais imu-

ni z ados com o ET sem adjuvante tiveram um aumento âe 2,5

(duas e meia) unidades logarítmicas. Estes resultados suge-

rem que algum fator adicional esteja modulando de forma po-

sitiva a produção de IgE pelo ET. Isto porque, mesmo sendo

a OVA um antígeno adequado para induzir uma alta resposta

do tipo IgE, ela não foi capaz de, na ausência do adjuvan-

te, provocar um aumento no título de anticorpos do tipo

IgE após o segundo reforço. Jã o ET de Lablab purpureus

provocou um aumento de 2,5 (duas e meia) unidades logarít-
micas apôs o segundo reforço. Lectinas são mitógenos que es-
timulam os linfôcitos a um estado de crescimento e prolife-

ração (LIS & SHARON, 1977), e promovem a liberação pelas cé-

lulas T, de f atares solúveis (linfocinas), como a inter-

\
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leucina-2, que auxilia na proliferação de células B ativa-

das por mitôgenos ou antígenos T-dependentes (KLAUS &

HAWRILOWICZ, 1984). Portanto, a presença de lectina(s) no ET

poderia(m) estar exercendo um efeito imunomodulador positi-

vo na resposta do tipo IgE induzida pelas proteínas do ET.

Resultados preliminares em colaboração com RUMJANEC (comu-

nicação pessoal) mostraram que o ET de Lablab purpureus es-

timula células esplénicas de camundongos a proliferarem "in

vitro", sugerindo fortemente que a lectina. de Lablab

purpureus seria um mitôgeno do tipo T.

Um efeito de dose elevada de antígeno inibindo a

resposta do tipo IgE poderia ser invocado para explicar o

resultado obtido quando OVA (100 pg) e ET contendo 100 pg de

varias proteínas foram usados como antígenos. Estudos an-

teriores já haviam revelado a influência da dose do antíge-

no na resposta do tipo IgE (VAZ & LEVINE, 1970; VAZ et al.,

1970; PROÜVOST-DANON et al., 1977). Entretanto, no caso pre-

sente, isto não vinha sendo revelado nas respostas dos tem-

pôs anteriores.

Os resultados obtidos pelas imunizações com o ET

e OVA sem adjuvante diferiram estatisticamente ao nível de

5 % daqueles obti-dos pêlos animais imunizados com OVA e ET

na presença do adjuvante (% = 7,14) sendo que os antígenos

que não levaram adjuvante mostratam-se menos imunogënicos.

O gel de Al(OH)3 já é um conhecido modulador da síntese de
IgE, (PROUVOST-DANON et al., 1977). Ele age estimulando po-

pulaçoes de linfócitos T auxiliares e/ou fatores regulatõ-

rios para a síntese de IgE (UEDE & ISHIZACA, 1982) . Portanto,

esta diferença de resultados encontrada nos tratamentos com

e sem adjuvante pode ser devido a ação do mesmo.
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4.3.2— Animais Imunizados com 100 pg da Fração FO-50 % +

l mg de AKOH^ , 100 yg da Fração F50-70 %+ l mg
de AKOH)^ e 100 pg da Fração F70-90 %+ l mg de
Al(OH)

No que diz respeito a síntese de IgE, a f ração FO-

50 % apresentou-se estatisticamente diferente da fração F70-

4
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90 % e igual à fraçao F50-70 %, que por sua vez foi igual

ã fração F70-90 % (FIGURAS 14a, 14b e 14c). Os resultados

estatísticos revelaram que a fração FO-50 % é mais imunogê-

nica que a fração F70-90 %, seguida da fraçao F50-70 %. Le-

vando-se em consideração que a fraçao que contém maior ati-

vidade hemaglutinante (FO-50 %) é aquela que se apresenta

mais imunogënica, mais uma vez poderia ser sugerido que es-

ta(s) lectina(s) apresentaria(m) efeito imunomodulador po-

sitivo na síntese de IgE pelas proteínas de Lablab purpureus

e este efeito seria dose-dependente, ou seja, a medida que

se eleva a quantidade de lectina (s) , eleva-se também o título

de anticorpos do tipo IgE produzidos. O efeito revelado de

uma possível modulação de síntese de IgE pela lectina, a

qual não ocorreu na síntese de IgG^, põe em evidência a
existência de dois sistemas distintos envolvidos na síntese

destes dois anticorpos (JARRETT 1984).
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5 - CONCLUSÕES
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01 - as sementes de Lablab purpureus são dotadas de ativi-

dade hemaglutinante, como foi evidenciado no extraio total

que apresentou Atividade Hemaglutinante Específica (AHE)
igual a 16;

02 - a atividade hemaglutinante presente no ET foi detecta-

da mais fortemente nas fraçoes proteicas precipitadas com
sulfato de amónio nos níveis de saturação 0-50 % e 30-40 %.

A fração F50-70 % apresentou pouca atividade hemaglutinante,
sendo que a fração F70-90 % não possui atividade;

-*-^

03-0 extrato total aglutina hemácias de coelho, bem como
hemácias humanas de maneira inespecífica para os grupos san-
guineas A, B e O e não aglutina hemâcias de camundongos de
cobaias, nem de carneiro;

04 - a atividade hemaglutinante ao extrato total não ë au-
montada pela adição dos íons Ca2+ e Mn2+ 1,25 mM, mas esta
atividade è bloqueada pelo EDTA 0,01 M sugerindo a presença

de ions no sítio de ligação da presumível lectina;

05 - a atividade hemaglutinante do extrato total é inibida
preferencialmente pêlos açúcares N-acetil-D-glicosamina e
a-metil-D-manosídeo, seguido pela D-glicosamina, D-manose e
D-glicose. Esta atividade não foi inibida pela N-acetil-D-
galactosamina, D-lactose, L-fucose, melibiose e rafinose;
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06 -a lectina não se prendeu ao gel Sephadex G-100, contu-
do foi observado purificação parcial nos segundos picos ob-
tidos pelo extraio total, pela fração FO-50 % e pela f ração
F30-40 %.
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07 - a lectina de Lablab purpureus não se ligou também ã co-

luna de afinidade de manose acoplada a epoxi-Sepharose-GB,

apesar de se ligar especificamente ao açúcar livre;

•ff

•!'..

x ï

08-0 extrato total, bem como as f rações proteicas de
Lablab purpureus mostraram-se bastantes imunogênicas com

respeito ã síntese de anticorpos dos tipos IgG^ e IgE em ca-
mundongos, quando comparadas a um antígeno-padrao como a
ovalbumina;

09 - a lectina parece.não exercer um efeito imunomodulador

na resposta do tipo IgG, em animais imunizados com o extraio

total, uma vez que não houve diferença estatística quando os
resultados obtidos com o extraio total foram comparados

aqueles obtidos com a ovalbumina;

10 - a lectina parece exercer um efeito imunomodulaâor po-
sitivo nas respostas obtidas pelo ET, principalmente com
respeito à resposta do tipo IgE onde, mesmo sem o adjuvan-
te, o ET alcança títulos de anticorpos na resposta secundã-

ria superiores aos da ovalbumina;

-fr

/
ll-o efeito imunomodulador positivo exercido sobre as res-

pastas do tipo IgE pela lectina foi confirmado pêlos resul-
tados obtidos com as f rações semipurifiçadas, onde a f ração

FO-50 % que possui maior quantidade de lectina apresentou

níveis de IgE superiores aqueles encontrados para a fração
F50-70 % que possui pouca lectina e a f ração F70-90 ï, que
não possui lectina;
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12 - para as f rações, também não foi detectado efeito imu-

nomodulador da lectina na resposta do tipo IgG^, j ã que a
fração F70-90 % que não possui lectina, induziu síntese de
IgG^ que foi estatisticamente igual aquela induzida pela
fração FO-50 %, a f ração que possui mais lectina.
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LEITEK TO THE EDírOR

HEMAGGLUTINATING ACTIVITy OF DOLICHOS LABLAB
SEED PROTEIN

M. SILVA-LIMA, Á. PUSZTAI», D.C.S. NUNES and M.E.L. FARIAS
Depuruwnenli) de BioíjiiSinica e Bioloffia Molfcuiar, UniversuiadeFederal do Ceará, 60001 Fonateza, CE. Brasil*Rowctt Research InsmMe, Buckshurn. Aberdeen AB2 9SB, Scotland, UK

The hemaggluunating activity of a crude cxtracl and parually purified protein fraclions fromseeds of Dolichos labtab grown in the state of Bahia, Brazil, has been examined. The crude extractagglutinates rabbit erytlu-ocyles non-specifically with respect to blood groups. The hcmagglutination ofrabbit erythrocytes induced by the crude extiacl of D. tahlah was inhibited most effectively byN-acctyl-D-glucosamine (3 mM) and Oi-methyl-D-mannoside (3 mM) followed by D-glucosaminc (6 mM),D-mannose (6 mM) and D-glucosc (12 inM). The spectrum of sugar inhibition of the hcmag^lutinalingactivity of the Brazilian seeds combines the characteristics of seeds coming from Turkey and India asindicated by the preferential inhibitory effect exerted by N-acctyl-D-glucosaminc and the inhibition byD-mannose and D-glucose. These data suggest that the Brazilian seeds may belong lo a different variety of
DoSchos lablab.

Key words: hemaggluünaüng activity, DoKclws lablab, leclin, seed proteins, N-acetyI-D-glucosaminc,
a-methyl-D-mannoside.
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PROTEINS OF Doliohos lablab: HAEMAGGLUTINATING ACTIVITY AND IHMUNOL06ICAL RESPONSE
INDUCED IN SWISS MICEM. Erivatda L. Farias, M. Silva Lima and Diana C.S. NunesDept. of Biochemistry and Molecular Biology. Federal University of Ceara.We have demonstrated that a crude protein extract (CPE) of Ü. lablab seeds hadhaemagglutinating activity. In this work we present preliminary results on the IgGand IgE responses of mice immunized with CPE and the influence of the lectin presentin the extract on these iinniunologi cal responses. Swiss mice were subcutaneouslyimmuniïed with 100 pg CPE with 1 m9 A1(OH)^ as adjuvant with booster injections onthe 21st. and 35th. days. The kinetics of the IgG and IgE synthesis were comparableto the typical responses against ovalbumin in similar conditions. In order to in-vestigate if the lectin present in the CPE played a role on the synthesis of IgGand IgE mice were immunized against 100 yg ovalbumin h'ith and witnout 1 mg A1(OH)and with 10 mg CPE ( * 300 pg of the lectin). For the Ig& synthesis the presence ofCPE apparently did not modify the secondary answer on the first week after the firstbooster but a decrease of the PCA titles were found after it; the IgE synthesis wasonly revealed after the first booster with low PCA titles and they were kept stableuntil the 42nd. flay. For clarifying a possible modulating effect of the lectin ofC. íai-;sí on mice IgG and IgE synthesis we need to get it isolated and attempts are

being done in this respect.

(CAPES and CNPq).
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PRELIMINARY EXPER.IMf:NTS FOR THE tSOLATION OF TilE LECTrM OF Oc L .cr'.os L.iht--ib
.I.E. L. .Fdriis, M. Ïil.v.j Li.ma and M.A.A. Furc.iün 'lccc.'Oept<? de Bi.oqui'niica e Siologi.a Molecular, üniversi.djat: Fericrat -io Cü-.irá. C-2 1065.

•iO.001, Fortaleza, Cr' ;áIn a previous pciper we have demonstrated the hcie^iagql.'-ici.'-.jt.in^ jcti.vi.ty or t.t'jc Scx:dprotein Full extiract < FE) of Dolichos labl-ib (Silva Li.mj, ec. .al. (I.988) Sj_.i^J_l_i:^ J- ued.Biot.. Res. 21.:219). In i.^is we rx. ue s how t: he resuLks of pre li.-'.inary üxütírTmünïs to ïso-lace the lectin fron. t^k^üe seeds by affini.'-.y chro[nato<jr3ph'/. The Sded cl.our was stirredïor 2h with phosphdte burEered saiine (PLS), pH 7.-1, 1:10 (w:'.-) cenci.-í.fuqrid at LO.OOOqfor 20;nin and sainples of the supernatant (FE) were pohrtíd on j Stípliadex C-SO co.luirr.. ledby elution with PSS res-jl.tinq only in one peak with j shoulder where the s^imu hae.^Aq-glucinatlng accivity or she FE sample was recovered. .Is the arrinity oc Ehc lectin pres-ene i.n che FE or D. lab l. ^b i.s higher for a-methyl.-mannoside ^r.d 'nannosâ than for qlu-cose, columns were prepdred •^ich EFOXi-Sepharose SB coupl.ri'-i to chese suq;irs <ind FE sam-pies '<tíre appli.ed r.o tl-iân. The lectln was nofc bound to these c-plumns ei.cher. Etecencly,i-t has been shewn chat d crude tíxcrac; of D, Lablab sefds a.op'.i.ed to a co!"nT> of Sc?(-i->..Yie--<G-100 produced two t'rac^i-ons (FI and FID elated wi.th PBS and a third sne ;FIÍT) dluteJw^th 0.2 M qlucose in PBS. Boch FII and Fill showed hdâm.jgqluci.natlnq jccivicy (Favecoet al. (1986) Lectins VcL.V p. 39L). In our work we have o b t ai .".e cl with 3 simllat- col.-j.'nnof Sephadex G-3.00 onl.y c'x'o peaks (PI and pri) both eluted with PBS dn>i proviaed tohaemagglutinating activity, hignsr 1-n PII. No third oedk has ueen cound by us. Appiir-ently, brazili-an see'is of Doii.chos Labl.ab be i-ong to a dircsrant vaciet.y 01 the -}enusOoli-chos as we nave already suggested in a previous pcipur. Besides, it Is still pos-sible that more ihan one Leccin is pcessnt tn these setids rendsrlnq [r.ore di.rfLcuit theisolation procedures, 'fie i-ntend to continue this work until -:2t'.i".q a satisf^ctcry
purification of the !.ec-:in.
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PRELIMINARY IDENTIFICATION OF THE CARBOHYDRATE RESIDUE OF A SERUM GLYCOPROTEIN OF --'•:•.;',.• ;;";::•.} -,:;..-;:«•!'.; ;:d
M. Silva Lima, H. Moussdtchè*. J. Pera1es*& M. E.L. Farias.

Dept9 de Bioquímica e Biologia Molecular. Univ. Federal do Ceara. C.P. 1065. 60.001. Fortaleza, Ceara
*0ept9 de Fisiologia e Far acodinamica. Fundação Oswaldo Cruz. C.P. 926. 20.010. Rio de Janeiro, R.J.

The self protection oy D. marsupiali.a against Botr'ooa Jararaca venoni has beun ascribed to a serum
glycoprotein (FAB) of tt;.^ iniinal (Perales, Minoz i Moussatchè(1986) 'An. Acad. brasil. Ciënc. 58:155).
In this work we have tried a oreliminary identification of the carbohydrjte residue of FAB using tliree
lectin'^ with different sug'ar specificity: a) lectin purified-of the seeds of Sijijí^a .jt^^iific".^; b)
lectin of the seeds of Arcocarws i.ntegt-i.folui contained in a seed protein extract (specific for ga-
lactose); c)1ect1n of the seeds of DoUahos lablab contained in a'protein fraction precipitated by 30-
40ï (NH^j^SO^ (specific for N-acetyl-0-glucosâmine, mannose, glucose). A haanagglutination was induced
by 4 haanagglutinating units (H.U.) of each lectin in a 2% rabbit erythrocyte suspension ( l H.U. is
taken as the ainount of protein (m1 ') in the last tajbe giving a strong 2+ redctioo). FAB was used in a
concentration range of 25 to 2§.000 yg/m1 in ordffr to inhibit selectively the haanagglutination induced
by the lectins according to che carbohydrate specificity of than. The concentrations of FAB required to
inhibit 50% of the haemaggluti nation induced by the lectins were: 0. lablab 25.000 ug/ffl1, 025 ug/m1
for the lectin of 0. grandifl.ora and 75 ug/ml for the lectin of .4. íntegrífolia. By these results we
can suppose that galactose associated to mannose eithtír to glucose or to glucose plus mannose are pres-
ent in the molecule of FAB. This anphasi'ze how useful lectins are as molecular probes to explore glyco-
proteins but in our case, it does not exclude the use of classical biochanical techniques to get a
more precise and quantitative identification of the carbohydrate residue of the molecule of FAB.
(CNPq)
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B'll
ARTHUS REACTION INDUCED BY OVALBUMIN ASSOCIATED TO THREE DIFFERENT LECTINS
D.A. Albuquerque, M.E.L. Farias & M.'Silva Lima
Oeptç de Bioquímica e Biologia Molecular. UFC. C.P. 1065. 60.000 Fortaleza, Ceara

Lectins are very complex natural substances able altogether to function as antigens
and as mi togens( Sharon & Li s (1 988)2'JBS 12,488). In this work we have induced Arthus
reaction by using three different lectins as immunomodulators associated to ovalbumin
(0V). Swiss mice were subcutaneously injected with 100 yg 0V admixed with purified
lectin Of D. grandiflora (1 mg); purified lectin of A. integri folia. jacalin (1 ing);
lectin contained in a protein Full Extract (10 mg) of seeds of D. lablab and A1(OH)g
ge1 (1 mg). Both lectins of D. lablab and 0. grandiflora induced at the sites of in-
jections, inflammation, hemorrhage and necrosis starting around the 7th day. The same
reaction was not observed when ovalbumin was admixed either with jacalin or A1(OH),.The
microscopic examination of the skin revealed mainly the presence of polymorphonudear
leucocytes when the lectins of D. grandiflora and D. lablab were associated to 0V;
mainly roacrophages were microscopically observed in the presence of 0V plus A1(OH)^ .
Skin and muscle had a normal microscopic appearence when jacalin was used. It is no-
ticeable the different sugar-specifícity of the lectins: galactose for jacal in, glucose
mannose for the lectin of D. grandiflora and N-acety1-D-glucosaroi ne, mannose and glucose
for the lectin of u. lablab. We cannot say yet if the Arthus reaction is promoted by
Y-> antiovalbumin selectively induced by the lectins of D. granai flor-a and D. lab lab or
if it is promoted by y, anti these lectins.

(CNPq)
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SPECIFIC IgGl AND IgE IMMUNE RESPONSES
C-21 AND THEIR HODUIATION INDUCED IN MICE BY

PROTEINS OF Leo ião surpureua. M.E.L.Fïn-as
and M. Silva L-una. Depart.unent.'o-~5a5"lo- '•

química e Biologia Molecular. Universidade Fedaral do
Ceara. Fortaleza, Ceara. Brasil.

Seed» of the ioourainoaae are Known •co ce izoorrant
sources or food alleraens. These seeas are fl'sn Known
co ba the nchBSt source or lec'cins in planes. Cn the
ocner hand, lec-c.lna, by tneir mii-oqenic c^aaa.des on .
1^-apnocyce cells aro able co moüulace tne i.-imune re-
spans». We have prnvioualy snowed the presence of a
leccin in tha saline soluble proi.eins extracced frcim
t.fac seeds of Labta.b our-oureus. In cni-s worK we have
used protein fraa-una contia^ning or not lect..Ln in
order to study the specific IgG}. and IgE answers in
mice. These anunais uere suDcucaneouslv i.inuru.zea wiu)
those íractions adcLl-xed wxth or wa.thoui. Al (OH) 3 gel
as adjuviint. IgG^ and IgE syntnesis were evaluatad by
PCA reaccians respecïivtsly dane in mice artí rau. IgGl
syntnaai-a inducad by cruae procei.n extracc(CPE) wxth
or without A110H13 gel was as nign as IgGi sync.neais
induced by pure ovalbumin, k.nown to oe a pocent
antiaen for mice. In the seconaary reaci.ion the PCA.
titrcs QDtained afcer inunun.iïacxon with CPE and
without A1(OH)3 gel. uerc significancly higher than
the ones obtal.ned with ovalDumin wicnout Al(OH>3 gel.
"hese results suggest a modulation of t.he synthesis
of these anr.ibodias oy the lectin present: in trie CPE.
Protein fractions obi;ained bv prec^picatron of CPE
ui.tn -u-jnoniuiii suiphace. cancaining dlfftirent amount-s
of lcctin or lectin-rree were also used to ismunize
nice. The results connmed tne previous suqaestion
oi a modulation Oy the iectin oi t-ne syncnesis or
^nese anapnylâctic antl.üodies. Apparencly tnis is â
lectin dosa aepanaeni; -noau ia t-i on.
Supported by: CNPq, FINEP. CAPES.
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ANEXO 01 - Quadro de analise de variância para as respos-
tas do tipo IgE induzidas pelo ET com e sem ad-
juvante e induzidas pela OVA com e sem adjuvan-
te (Al (OH) 3).

:»

Fonte de

Variação

Graus de

Liberdade
SQ MSQ F

Antígeno

Tempo

AXT

Resíduo

Total

3

6

18

28

55

13,48 4,4933 7,14

432,36 72,06 114,38

22,65 1,26 2,0

17,50 0,63

485,99 CV-31,8 %
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ANEXO 02 - Quadro de análise de variância para as respos-
tas do tipo IgG^ induzidas pelo ET com e sem ad-
juvante e induzidas pela OVA com e sem adjuvan- í
te (A1(OH)3).

sn>»

Fonte de

Variação

Antígeno

Tempo

AXT

Resíduo

Total

Graus de

Liberdade
SQ MSQ F

3 8,6250015 2,8750005 2,5557

6 529,67857 88,2797620 78,4750

18 19,74999 1,0972217 0,9754

28 31,499809 1,124932

55 589,53337 CV=37,3 %
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ANEXO 03 - Quadro de analise de variância para as respos-
tas do tipo IgE induzidas pelas fraçôes FO- ;;

..a • .50 %, F50-70 % e F70-90 % comadjuvantetAKOH)^) .i'
•»

ïâi:
»

Fonte de

Variação

Antígeno

Tempo

Interação

Erro

Resíduo

Total

Graus de

Liberdade
SQ MSQ F

2

6

l

11

12

20

23,52 11,76 5,46

97,90 16,32 7,58

9,50 , 9,507 6,41

16,30 1,48

25,80 2,15

147,23 CV=93 %
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ANEXO 04 - Quadro de analise de variância para as respos-| "Í
tas do tipo IgG^ induzidas pelas frações FO-
50 %, F50-70 % e F70-90 % com adjuvante (Al (OH)3).
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Fonte de

Variação

Antígeno

Tempo

Interação

Erro

Resíduo

Total

M
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^
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Graus de

Liberdade
SQ MSQ F

2

6

/1

11

12

20

2,66

261,14

0,6325

1,3675

2,0

265,80952

1,33

43,52

0,63

0,1243

0,166

8,0012

261,2425

5,0877

CV=20 %
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