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RESUMO 

  

 A função de uma proteína é determinada pela sua estrutura. Em decorrência, o 

estudo estrutural de biomoléculas potencialmente ativas pode levar a uma melhor 

compreensão  de seu mecanismo de ação, quanto as suas atividades biológicas.  Desse 

modo, o presente trabalho teve como objetivo purificar e caracterizar estruturalmente a 

lectina de Amansia multifida, cuja fração protéica, possui um potencial hipoglicemiante.  A 

fração rica em proteínas (F0/70) l foi submetida a uma cromatografia de troca iônica em 

coluna de DEAE-Sephacel para eluição do pico I. Este pico protéico foi selecionado quanto 

à atividade hemaglutinante, coletado e empregado para o isolamento da lectina. Como 

observado por SDS-PAGE, PI apresentou elevado grau de purificação pela presença de 

uma única banda protéica (lectina). Por eletroforese bidimensional foram detectadas cinco 

isoformas. A seqüência N-terminal obtida (20 aminoácidos) não apresentou semelhança 

com nenhuma outra seqüência depositada em bancos de dados, sugerindo que ela não 

pertença a nenhum grupo de lectinas de algas conhecidas. Essa proteína foi caracterizada 

estruturalmente, por técnicas espectrocópicas de dicroísmo circular (CD) e fluorescência. A 

análise por CD mostrou que a lectina era constituída por 4% de α- hélice, 43% de folha beta, 

21% de voltas e 32% de estrutura não ordenada, segundo o programa de desconvolução 

Contin. Ainda por CD, a proteína foi também avaliada quanto a estabilidade estrutural frente 

a extremos de temperatura e pH. Quando submetida a variações de temperatura de 10 – 85 

ºC foi verificado que a proteína mostrou 50% de desnaturação a aproximadamente 40,2 ºC, 

mostrando-se completamente desnaturada a 85 ºC. Tal desnaturação mostrou-se 

irreversível, já que após ser incubada novamente sob condições nativas, a lectina não foi 

capaz de recuperar sua estrutura original. Extremos de pH (3,0 e 11) não alteraram sua 

estrutura secundária, demonstrando a estabilidade da mesma nesse aspecto. Quanto aos 

dados de fluorescência, as leituras realizadas a 280 e 295 nm, mostraram a presença de 

aminoácidos aromáticos que emitem fluorescência, tais como triptofano e tirosina. Espectros 

de fluorescência frente a extremos de pH,  não mostraram grandes alterações que 

pudessem refletir em mudanças estruturais, já que não houve deslocamento do pico máximo 

de emissão em nenhuma situação testada. Ensaios biológicos de atividade hipoglicemiante 

realizados com a F 0/70 de A. multifida, mostraram que a mesma foi capaz de reduzir 

significativamente o nível de glicose sanguínea dos animais com estado diabético induzido 

por aloxano. 
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ABSTRACT 
 

 

The function of a protein is determined by its structure. As a result, the structural 

study of potentially active biomolecules can lead to a better understanding of its mechanism 

of action, as their biological activities. Thus, this study aimed to purify and structurally 

characterize the lectin from red seaweed Amansia multifida protein fraction which has a 

potential hypoglycemic. The protein fraction (F 0/70) was subjected to an ion-exchange 

chromatography on a column of DEAE-Sephacel to elution of the first peak (PI). This peak 

was selected as the hemagglutination activity was obtained then the lectin from A. multifida, 

verified by SDS-PAGE. For two-dimensional electrophoresis were detected five isoforms. 

The N-terminal sequence (20 amino acid) showed no similarity to any sequence deposited in 

databases, suggesting that it does not belong to any group of algae known lectins. The lectin 

was structurally characterized by spectroscopic techniques of circular dichroism (CD) and 

fluorescence. The CD analysis showed that the lectin was composed of 4% α- helix, 43% 

beta sheet, 21% turn and 32% unordered structure, according to the deconvolution program 

Contin. It was also verified by CD, the structural stability of the protein against the extremes 

of pH and different temperatures. When subjected to temperature of 10-85 ° C was found 

that the protein showed 50% of the denaturation in 40.2 º C, being completely denatured at 

85 ° C. Such a distortion was shown to be irreversible, since after being incubated again 

under native conditions, the lectin was not able to recover its original structure. Extremes of 

pH (3.0 and 11) did not alter the secondary structure of the protein. For the fluorescence data 

read out at 280 and 295 nm, showed the presence of aromatic amino acids that fluoresce, 

such as tryptophan and tyrosine. Fluorescence spectra measured, even in the face of 

extremes of pH, showed no major changes that could reflect structural changes in order not 

to shift the peak of the emission measurements. Biological assays of hypoglycemic activity 

carried out with the F 0/70, containing the lectin from the algae showed that it was able to 

significantly reduce the blood glucose level of animals with diabetic state induced by alloxan. 
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OBJETIVOS GERAIS 

 

Isolamento e caracterização estrutural da lectina de Amansia multifida e avaliação do 

potencial hipoglicemiante de sua fração protéica F(0/70). 

  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Purificação da lectina de Amansia multifida com auxílio de técnicas cromatográficas, 

seguidas de eletroforese; 

 Caracterização estrutural da lectina por métodos espectroscópicos de Dicroísmo 

Circular e Fluorescência; 

 Determinação da seqüência amino-terminal da lectina purificada; 

 Ensaio da atividade hipoglicemiante da fração (F 0/70) da alga marinha vermelha 

Amansia multifida.  
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1 - INTRODUÇÃO 

1.1 - Algas Marinhas 

 As algas marinhas pertencem a vários grupos taxonômicos heterogêneos 

caracterizados por terem a capacidade de se difundir em ambientes susceptíveis à 

colonização (PEREZ-LORENZO et al., 1998), e constituem um grupo muito diversificado de 

organismos, pouco relacionados entre si, a não ser pelo fato de possuírem clorofila a e 

liberarem oxigênio no processo de fotossíntese. Exatamente por isso, desempenham um 

papel fundamental nos ecossistemas aquáticos como produtores primários, constituindo a 

base das cadeias alimentares em rios, lagos e oceanos (PANORAMA DA AQÜICULTURA, 

1997). 

 A exploração comercial de algas marinhas, em grande parte baseada no cultivo de 

espécies comestíveis ou produção de ágar, carragenana e alginatos, se tornou uma 

indústria que gera milhões de dólares. Nos últimos anos, empresas farmacêuticas estão 

utilizando os organismos marinhos, incluindo as algas marinhas, em busca de novas 

substâncias naturais, para a utilização em pesquisas médicas e bioquímicas (SMIT, 2004). 

 Cerca de 4 milhões de toneladas de algas são colhidas anualmente em todo o 

mundo, sendo chineses e japoneses os seus principais produtores, seguidos pelos norte-

americanos e noruegueses. A partir das algas é possível a obtenção de produtos a baixo 

custo, que são de grande importância para a vida do homem moderno (ARMISEN, 1995). 

 Diversos fatores ambientais bióticos e abióticos podem influenciar no 

desenvolvimento de comunidades de algas. As algas podem sofrer efeitos diretos, em curtos 

tempos e também efeitos indiretos, decorrentes dos efeitos diretos sobre outros organismos 

no meio. Existem interações entre a comunidade de algas e o ambiente que apresentam 

estes efeitos, podendo causar vantagens e desvantagens às algas (VIDOTII e 

ROLLEMBERG, 2004). 

 

1.1.1 – Classificação 

 As algas são separadas pelo tamanho em dois grupos: as algas microscópicas 

(microalgas), invisíveis a olho nu, e as algas macroscópicas (macroalgas), com tamanhos 

que variam de alguns milímetros a algumas dezenas de metros (PANORAMA DA 

AQÜICULTURA, 1997). 

As macroalgas são apresentadas em três divisões dentro do reino Protista: 

Chlorophyta (algas verdes), Phaeophyta (algas pardas) e Rhodophyta (algas vermelhas). 

Sendo, comumente, classificadas de acordo com características bioquímicas de seus 
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cloroplastos, estrutura física, coloração predominante, substâncias de reserva, e ciclo 

reprodutivo (RAVEN et al., 2001). 

A classe Rhodophyceae possui o maior número de algas já estudadas. Cerca de 

4000 espécies de algas vermelhas são abundantes nas águas tropicais quentes, podendo 

ser encontradas também nas regiões mais frias do mundo, como pólos.  

A TABELA 1 mostra a classificação geral da alga marinha vermelha Amansia 

multifida (FIGURA 1), utilizada no presente estudo. 

 

TABELA 1: Classificação da alga marinha estudada (Amansia multifida) 

 

       Domínio: Eukaryota   

    Reino: Protista 

         Filo: Rhodophyta  

            Classe: Rodhophyceae  

                                Ordem: Ceramiales 

                                     Família: Rodhomelaceae 

                                         Gênero: Amansia 

                                             Espécie: Amansia multifida 

Fonte: WYNNE (1998). 

 

 

 

FIGURA 1: Alga marinha vermelha Amansia multifida 
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 O crescente interesse em produtos químicos de origem marinha tem conduzido à 

descoberta de novos componentes biologicamente ativos e, as algas marinhas têm sido 

objeto de crescente estudo com esse propósito. (AMICO, 1995). 

 Tais organismos marinhos têm-se destacado por serem constituídos de uma elevada 

quantidade de macromoléculas solúveis em água tais como polissacarídeos, proteínas, 

glicoproteínas e outros componentes menos polares e de baixo peso molecular, alguns 

deles exibindo in vitro, propriedades biológicas particulares, como, por exemplo, as lectinas, 

proteínas que são alvos de muitos estudos nesses organismos. 

1.2 - Lectinas 

1.2.1 – Definições e Considerações Gerais 

As lectinas são consideradas uma classe especial de proteínas, devido a sua 

propriedade de ligação específica e reversível a carboidratos, sua capacidade 

decodificadora de informações biológicas, como também o seu possível papel no 

reconhecimento celular. 

O estudo das lectinas foi iniciado por STILLMARK (1888), quando verificou que 

extratos de sementes de algumas plantas aglutinavam hemácias e eram tóxicas para 

animais. Além disso, ele mostrou que a ricina, isolada de sementes de Ricinus communis, 

aglutinava células epiteliais, hepáticas e leucocitárias. Na mesma ocasião, o autor encontrou 

propriedades semelhantes em extrato de outra semente, Cróton triglium, que apresentava 

especificidade diferente da ricina. Em seguida, HELLIN (1891) relatou a presença de outra 

lectina tóxica, em sementes de Abrus precatorius, que foi denominada de abrina. 

As investigações com as lectinas trouxeram diversos avanços para a imunologia, 

desde que PAUL EHRLICH (1891) reconhecido como o pai da imunologia moderna, 

descobriu o uso de ricina e abrina como modelos de imunógenos potentes para indução de 

anticorpos específicos, significativamente melhor que os das bactérias. Posteriormente, 

NOWEL (1960) demonstrou as propriedades mitogênicas das lectinas ao observar que a 

lectina de Phaseolus vulgaris era capaz de induzir a proliferação “in vitro” de linfócitos.  

O conhecimento sobre lectinas tem revelado sucessivas definições para esta 

proteína especial, dentre as quais, a mais recente e mais apropriada é aquela citada por 

PEUMANS & VAN DAMME (1995), que as definiram como “proteínas de origem não imune 

que possuem um ou mais sítios ligantes de carboidratos os quais, no caso de enzimas, não 

são requeridos para a atividade catalítica”.  CUMMINGS (1997) definiu uma lectina, como 

uma proteína que se liga a carboidrato, que não seja anticorpo e não tenha atividade 

enzimática para carboidratos. 

A especificidade por açúcar é uma característica marcante das lectinas. A interação 

das lectinas com células é, portanto, dependente da presença dos carboidratos apropriados 
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na sua superfície. Deste modo, as lectinas ao interagirem com os carboidratos da superfície 

dos eritrócitos induzem ligações cruzadas entre as células, que resultam na aglutinação, 

denominada tecnicamente de aglutinação celular ou hemaglutinação (LIS e SHARON, 

1998). 

Tendo em vista a definição de lectina alguns autores as subdividiram em grupos: 

 Merolectinas – representadas por lectinas de baixo peso molecular que possuem 

apenas um sítio de ligação a carboidrato, não sendo, portanto, capazes de aglutinar células 

ou precipitar glicoconjugados. Como exemplo, podemos citar a heveína, uma proteína que 

se liga a quitina, encontrada no látex de seringueira Hevea brasiliensis (VAN PARIJS, et al., 

1991) e proteínas monoméricas provenientes de espécies de orquídeas com especificidade 

por manose (VAN DAMME, et al., 1994). 

 Hololectinas – representadas por lectinas que possuem mais de um sítio de ligação à 

carboidrato, podendo estes serem iguais ou homólogos. São constituídas exclusivamente 

por domínios ligantes a carboidrato, não possuindo qualquer outra atividade, Compreende 

todas as lectinas com múltiplos sítios de ligação que são capazes de aglutinar células e/ou 

precipitar glicoconjugados (ANDRADE, 2006). 

 Quimerolectinas – correspondem a lectinas que possuem um domínio ligante a 

carboidrato e um segundo domínio com uma atividade catalítica (ou outra atividade 

biológica) bem definida, mas que atuam de maneira independente dos domínios ligantes a 

carboidratos. Como exemplo deste grupo podemos citar as RIPs do tipo 2 e as quitinases do 

tipo 1 de plantas. 

 Superlectinas – são consideradas um tipo especial de quimerolectinas. Elas 

possuem, pelo menos, dois sítios estruturalmente distintos de ligação a carboidrato, cujos 

quais reconhecem, portanto, carboidratos diferentes. A lectina de bulbos de tulipa 

(CAMMUE, et al., 1986) é dotada de tais características, possuindo sítio de ligação para N-

acetilgalactosamina e outro para manose (VAN DAMME, et al., 1996). 

 Multilectinas: são lectinas que possuem mais de um sítio estruturalmente idêntico 

para carboidrato, mas que, no entanto, ligam carboidratos diferentes (MONTEIRO-

MOREIRA, 2002). Lectinas de Actocarpus incisa (frutalina) e Actocarpus integrifólia 

(jacalina) são exemplos de multilectinas.  

As lectinas são encontradas na maioria dos organismos (vírus, bactérias, plantas, 

algas e animais). A maioria das lectinas estudadas foi isolada de plantas, dentre mais de 

1000 espécies.  Estas proteínas estão distribuídas em muitos tecidos vegetais como, raízes, 

cascas, folhas, frutos, sementes, bulbos e rizomas, dependendo de cada vegetal. No 

entanto, é nas sementes que elas são mais abundantes chegando em alguns casos a 10% 

das proteínas totais (WHITTAKER, 1969; BROEKART et al., 1984; ETZLER, 1985; VAN 

DAMME et al., 1987a,b; SHARON & LIS, 1989; LIS & SHARON, 1981,1998). 
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As lectinas, por apresentarem propriedades particulares, têm sido empregadas 

largamente no campo da fisiologia e na ciência bioquímica e biomédica. Creditam-se as 

lectinas um papel de reconhecimento em uma variedade de sistemas biológicos quer sejam 

microorganismos, plantas ou animais. Assim é que as lectinas, além de serem capazes de 

precipitar células e glicoconjugados, através de interação com a superfície da membrana, 

induzem uma série de modificações nas mesmas. Outras investigações têm mostrado a 

aplicação de lectinas no estudo e caracterização de glicoconjugados de superfície celular, 

através de cromatografia de afinidade, utilizando lectinas imobilizadas. 

1.2.2 – Estudos de Isolamento e Caracterização de Lectinas de Algas Marinhas  

As lectinas de algas marinhas foram detectadas pela primeira vez por Boyd e 

colaboradores (1966) quando estudaram 24 extratos aquosos de diferentes espécies de 

algas, compreendidos entre pardas, verdes e vermelhas. Tendo sido observado que 

algumas algas pardas e verdes aglutinaram inespecificamente eritrócitos de todos os 

grupos, enquanto uma alga vermelha apresentou especificidade para eritrócitos humanos do 

grupo A. 

A partir deste trabalho inicial, muitos outros relacionados ao levantamento da 

atividade hemaglutinante em extratos de algas foram realizados. Paralelamente a isto, 

algumas lectinas de algas passaram a ser isoladas e caracterizadas por diversos 

pesquisadores de várias partes do mundo. Este interesse levou à obtenção de dados 

interessantes sobre estas proteínas, o que permitiu uma melhor compreensão de suas 

características mais importantes. 

A primeira hemaglutinina isolada e caracterizada foi proveniente da alga marinha 

Ptilota plumosa. Esta lectina mostrou-se dependente de cátions divalentes para manutenção 

de sua atividade hemaglutinante que era inibida por p-nitrofenil-alfa-D-galactosídeo. Depois 

de realizada a filtração em gel verificou-se que a atividade hemaglutinante era proveniente 

da ação de duas moléculas com pesos moleculares de 60 e 170 KDa, cujos quais foram 

confirmados por eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida, sendo revelado, ainda 

por essa técnica, que se tratavam de proteínas monoméricas (ROGERS et al., 1977; 

ROGERS e BLUNDEN, 1980). 

A classe Rodhophycea apresenta o maior número de hemaglutininas isoladas e 

caracterizadas. Muitos protocolos para extração de proteínas têm sido publicados 

(FLEURENCE et al., 1995). Em geral, eles fornecem apenas um suporte inicial para 

pesquisas.  

 O isolamento de lectinas foi inicialmente realizado através de métodos clássicos de 

fracionamento de proteínas tais como, precipitação salina, cromatografias e eletroforeses. A 

princípio, o isolamento de proteínas de algas marinhas se faz, de modo geral, realizando-se 

extração protéica do material biológico em soluções tamponantes contendo sal. 
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Posteriormente, seguem-se várias etapas de fracionamento dessas proteínas solúveis que 

vão desde a precipitação salina até a realização de várias cromatografias, tais como troca 

iônica, de afinidade, filtração em gel, entre outras, cuja utilização dependerá do objetivo 

almejado (ANDRADE, 2006). 

 As cromatografias de troca iônica têm-se mostrado de grande auxílio em 

procedimentos de purificação de lectinas de algas, sendo em alguns casos, suficiente para o 

isolamento dessas proteínas em algumas espécies, ou podendo ainda, estar associada a 

outras técnicas cromatográficas para a obtenção da proteína purificada. 

 A descoberta da cromatografia de afinidade por AGRAWAL e GOLDSTEIN (1965), 

com o isolamento da lectina de Canavalia ensiformes (Con A) em coluna de Sephadex, 

levou a uma elevada tendência de sua utilização em muitos processos de isolamento de 

lectinas. Atualmente, muitos experimentos associam métodos convencionais de isolamento 

à cromatografias de afinidade para obtenção de suas moléculas purificadas.  

 O esquema de fracionamento a ser seguido depende da especificidade da lectina por 

açúcar. Em muitos casos matrizes estão disponíveis comercialmente, como o Sephadex e a 

Sepharose. Em outros casos, são utilizadas colunas de mono e oligossacarídeos e 

glicoproteínas ligadas a matrizes estáveis, como Avidina-Sepharose (COSTA et al.,1999), 

Mucina-Sepharose (NEVES, 2001), e mais recentemente, tem se desenvolvido muito o uso 

de gomas naturais, após tratamento por reticulação com epicloridrina (MOREIRA et al. 1997; 

ROSA, 2000; MELO, 2001). A cromatografia de afinidade é um tipo de cromatografia de 

adsorsão, no entanto, a natureza da sua ligação é mais específica, e a matriz escolhida 

deverá conter um ligante que será reconhecido pela molécula.  Quando aplicamos a esta 

matriz uma solução protéica, e o ligante apresenta afinidade por uma proteína de interesse, 

esta ficará retida à matriz, enquanto as demais proteínas serão eluídas por lavagem com 

tampão de equilíbrio. 

 O emprego desta técnica de cromatografia de afinidade tem proporcionado alguns 

avanços na facilitação do isolamento e no aumento do rendimento da proteína isolada. 

Lectinas de sete espécies de algas da família Chlorophyceae, apresentaram em sua 

maioria, especificidade por N-acetilgalactosamina (GalNAc) ou N-acetilglucosamina 

(GlcNac), sendo purificadas em colunas de GalNAc-Sepharose ou GlcNAc-agarose 

(LOVELESS & ROGERS, 1985; FABREGAS et al., 1988; ROGERS & FANGLU, 1991; 

BENEVIDES, 2001).  Oito espécies de algas da família Rhodophyceae foram isoladas ou 

purificadas através de matrizes de afinidade. Dentre as espécies testadas, metade delas 

tiveram suas lectinas isoladas em coluna de Manana-Sepharose e inibidas por um grande 

número de glicoproteínas (HORI et al., 1987; OKAMOTA et al., 1990; FARIAS, 1995; 

BENEVIDES et al., 1996). 

As lectinas de algas marinhas são um grupo de proteínas com características fisico-

químicas e estruturais distintas, comparativamente as lectinas de plantas superiores. Quanto 
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às suas estruturas primárias, poucos estudos foram realizados até hoje, dentre eles 

podemos citar o estudo realizado com as lectinas, hypninas A-1 e A-2, de Hypnea japônica 

que tiveram suas seqüências parcialmente elucidadas (HORI et al. 2000).  Os autores 

mostraram que as hemaglutininas, hypninas A-1 e A-2, eram polipeptídeos de cadeia única, 

compostos de 90 resíduos de aminoácidos que incluem quatro “half-cystines”, isto é, duas 

pontes dissulfeto (intracadeia) envolvendo os resíduos Cys5 - Cys62 e Cys12 - Cys89. As 

massas moleculares de 9,1467 e 9,1097 KDa obtidas para as hypninas A-1 e A-2, 

respectivamente, coincidiram com os valores determinados de 9,148 e 9,109 KDa através 

de espectrometria de massa.  As lectinas diferiram levemente uma da outra; para a hypnina 

A-1 as posições Pro19, Arg31 e Phe52 correspondem a Leu19, Ser31, e Tyr52 para a hypnina A-

2. Aproximadamente 43% do número total de resíduos, consistiram de três tipos de 

aminoácidos: serina, glicina, e prolina.  

As lectinas de duas espécies de algas marinhas vermelhas, pertencentes ao 

mesmo gênero, Bryothamnion triquetrum (BT) e B.seaforthii (BS) foram isoladas ao terem 

suas frações protéicas submetidas a cromatografias de troca iônica em coluna de DEAE-

celulose. Estas apresentaram atividades inibidas por glicoproteínas; fetuína, avidina e 

mucina, mostrando-se dependentes de cátions divalentes. Seus pesos moleculares 

aparentes foram obtidos por filtração em gel de Sephadex G-75, apresentando-se em torno 

de 3,5 e 4,0 KDa para BT e BS, respectivamente. (AINOUZ et al., 1995). 

Após cinco anos de realizado o isolamento por Ainouz e colaboradores em 1995, a 

aglutinina de Bryothamnion triquetrum (Gmelin), teve então, sua seqüência de aminoácidos 

determinada pela combinação do método clássico de degradação de Edman e por 

espectrometria de massa (CALVETE et al., 2000). Os autores apresentaram para suas 

isoformas, valores correspondentes a 8,9805, 8,9644 e 8,9495 KDa conforme calculados por 

espectrometria de massa. Sua estrutura é composta por 91 aminoácidos, possuindo duas 

pontes dissulfeto intracadeia de padrão 1-2, 3-4. Não foi observada similaridade de sua 

seqüência com nenhuma outra lectina de planta ou animal.  

A lectina da alga marinha vermelha Hypnea musciformis (HML) teve sua massa 

molecular (9,3 kDa) determinada por espectrometria de massa em MALDI-TOF/MS, e sua 

seqüência primária mostrou 90 aminoácidos contendo 14 cisteínas (NAGANO et al., 2002).  
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2 – MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 – Obtenção da alga 

A alga marinha vermelha Amansia multifida, foi coletada na praia de Guajirú, 

município de Trairí, litoral cearense, em marés de sizígia. Após coleta, as amostras foram 

acondicionadas em sacos plásticos, resfriadas e levadas ao Laboratório de Algas Marinhas I 

do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceará, 

onde foram retirados sal e epífitas. Os exemplares coletados foram estocados a – 20 °C 

para posterior utilização. 

2.2 – Eritrócitos 

 Amostras de sangue de coelho albino foram obtidas de animais adultos e sadios 

mantidos no Biotério do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade 

Federal do Ceará. 

 Os eritrócitos foram lavados 6 vezes com NaCl 0,15 M. Após esse processo foi 

realizada a dosagem de hematócrito para preparação de uma suspensão de sangue de 

concentração de 2,3%. Esta foi, então, tratada enzimaticamente com 0,1 mg de tripsina para 

cada 10 ml de sangue e a enzima mantida em contato com os eritrócitos por 1 hora a 25 ºC, 

após leve homogeneização. Passado esse período a suspensão de eritrócitos foi novamente 

lavada 6 vezes com NaCl 0,15 M e ressuspendidos de modo a obter um volume final cuja 

concentração de eritrócitos fosse de 2,3 %. 

2.3 – Reagentes 

 - Ácido acético glacial – (Merck, Alemanha); Acrilamida – (Sigma, U.S.A.); Albumina 

Sérica Bovina – (Sigma, U.S.A.); Comassie Brilliant Blue G-250 – Sigma, U.S.A.); DEAE – 

Sephacel – (Merck, Darmstadt, Alemanha); Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) – (Biorad); 

Marcadores de alto peso molecular (14,0 - 65,0 KDa) para eletroforese (SIGMA Chemical 

Co., St Louis U.S.A.); ȕ-Mercaptoetanol – (Sigma, U.S.A.); N,N’-metilenobisacrilamida – 

(Sigma, U.S.A.); Persulfato de Amônio – (Bioreagent); TEMED – (Sigma, U.S.A.) 

 - Os demais reagentes foram de grau analítico e, obtidos comercialmente. 

2.4 - Preparação da Fração protéica 

A alga dessecada foi macerada em nitrogênio líquido e submetida à extração com 

tampão fosfato de sódio 0,02 M, pH 7,0, contendo NaCl 0,15 M na relação 1:8 

(peso/volume) por  6 horas, sob agitação constante. O material foi filtrado e centrifugado 

(7.000 x g por 30 min), o sobrenadante obtido, denominado extrato total foi, então, tratado 

com sulfato de amônio (70% de saturação) e mantido em repouso por 12 horas para 
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obtenção da fração protéica da alga. A suspensão foi centrifugada a 7.000 x g, por 30 

minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado resuspendido em tampão 

fosfato 0,02 M pH 7,0 e posteriormente dialisado exaustivamente contra água e por último 

contra o mesmo tampão, sob leve agitação constante para obtenção da fração protéica de 

Amansia multifida F(0/70). Essa fração foi utilizada em ensaios biológicos de redução de 

glicose em ratos diabéticos e em cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE – 

Sephacel para a obtenção da lectina da alga marinha vermelha Amansia multifida como 

mostrado no esquema da FIGURA 2.  

2.5 - Determinação de Proteínas  

            As dosagens de proteínas solúveis presentes na fração protéica F(0/70) e demais 

amostras foram realizadas segundo o método de (Bradford, 1976).  

 A medida de absorbância a 280 nm em espectrofotômetro (Pharmacia LKB-Ultrospec 

III) foi utilizada para o monitoramento de proteína nos eluatos das cromatografias. 

2.6 - Determinação da Atividade Hemaglutinante 

Os ensaios de atividade hemaglutinante foram feitos através de diluições seriadas 

em tubos de ensaio. Em cada tubo foram adicionados 100 l de NaCl 0,15 M. No primeiro 

tubo foram adicionados 100 l da amostra e uma série de diluições duplas foram realizadas 

(1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.), homogeneizando-se completamente antes de cada 

transferência. A cada diluição foram adicionados 100 l de uma suspensão de eritrócitos de 

coelho (2 - 2,5 %) e a reação foi incubada à temperatura ambiente, por 60 minutos. 

Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 2.000 x g por 30 segundos e os resultados 

lidos macroscopicamente, sendo o título expresso em unidade de hemaglutinação (UH/ml), 

que corresponde ao inverso da maior diluição da amostra que apresente nítida aglutinação.  

2.7 - Purificação da Lectina por Cromatografia de Troca Iônica em Coluna de DEAE-

Sephacel  

A fração 0/70 obtida de A. multifida, segundo o esquema mostrado na FIGURA 2 foi 

submetida à cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE - Sephacel. A coluna foi 

montada por gravidade e com o auxílio de bomba peristáltica equilibrada com tampão 

Fosfato 0,02 M, pH 7,0. A fração previamente dialisada contra água seguida do tampão de 

equilíbrio, foi aplicada à coluna, e o primeiro pico foi eluído com este mesmo tampão, em 

seguida, uma solução de NaCl 1,0 M foi aplicada para liberação das proteínas adsorvidas à 

coluna. A cromatografia foi realizada com um fluxo constante de 40 ml.h-1, frações de 

aproximadamente 3 ml foram coletadas e suas absorbâncias determinadas a 280 nm em 

espectrofômetro. Para cada tubo coletado do pico I, alíquotas de 100 μl foram retiradas para 
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a realização de ensaios de hemaglutinação frente a eritrócitos de coelho tratados com 

tripsina. Oito diluições seriadas foram realizadas com NaCl 0,15 M para cada tubo. Os tubos 

com maior atividade hemaglutinante foram separados dos que possuíam menor atividade e 

ambos foram concentrados em tubos Milipore (Amicon) para serem utilizados 

posteriormente.  

2.8. - Eletroforese Unidimensional em Gel de Poliacrilamida com SDS e -

Mercaptoetanol 

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condições desnaturantes 

(PAGE-SDS) segundo o método de Laemmli (1970) foi empregada para avaliar o grau de 

pureza da lectina extraída da alga marinha vermelha Amansia multifida. O coramento do gel 

foi realizado na presença de Comassie Brilhant Blue R-250. 

2.9 - Eletroforese Bidimensional  

2.9.1 - Focalização Isoelétrica (Primeira Dimensão) 

Tiras de 11 centímetros contendo gel com gradiente de pH imobilizados variando 

entre 3-10 (Amersham) foram re-hidratadas durante 12 horas com solução tampão de re-

hidratação (Uréia 7M, Tiouréia 2M, 1% de CHAPS, 0,5% de Pharmalyte 3-10, 4-7 ou 6-11, 

DTT 65mM). Os géis foram re-hidratados em uma cuba de re-hidratação “Reswelling Tray” 

(Pharmacia Biotech) com β00 μL de solução contendo a massa desejada da proteína a ser 

analisada. A focalização isoelétrica foi realizada utilizando o aparelho Ettan IPGphor II obtido 

da Amersham Biosciences cujas condições elétricas seguiram um programa pré-

estabelecido (100V durante 1 hora; 500V durante 1 hora e 30 min; 5000V durante 2 horas; 

10000V até atingir 18.000 VhT).  

Após a etapa de focalização isoelétrica, os géis foram transferidos para tubos 

apropriados contendo 3 ml de tampão de equilíbrio (Tris 50mM, Glicerol 30 %, 6M uréia, 2 % 

de SDS e 1 L de azul de bromofenol) contendo 57,8 mg de DTT e deixados sob agitação 

lenta durante 15 minutos.  

2.9.2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (Segunda Dimensão) 

Após tratamento dos géis com tampão de equilíbrio, estes foram mergulhados em 

tampão de corrida (Tris 25mM, Glicina 192mM, SDS 0,1%) para remover o excesso de 

solução de equilíbrio. Em seguida os géis foram colocados no topo do gel de segunda 

dimensão e fixados com tampão de corrida contendo 0,5 % de ágar e Azul de Bromofenol. A 

segunda dimensão foi realizada em um sistema vertical. Para tanto foi utilizado gel de 

poliacrilamida (12,5%) de 14 x 14 cm. O sistema foi alimentado por uma fonte 

Electrophoresis Power Supply ESP 301 (Pharmacia) e a corrida realizada a 25mA, 150V. As 
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proteínas foram visualizadas através do coramento do gel com Comassie Brilhant Blue R-

250 seguida da remoção do corante não ligado às proteínas por uma solução descorante 

contendo metanol, ácido acético, água. 

2.9.3 - Análise do Gel 

Após descoramento do gel, ele foi armazenado em uma solução de glicerol, metanol 

e água e posteriormente foram digitalizados no scanner ImageScanner UTA-1100 

(Amersham Bioscience). As imagens capturadas pelo programa LabScan versão 5.0 

(Amersham Bioscience) foram analisadas no programa ImageMaster 2D Platinum 6.0 obtido 

da GE Healthcare, sendo os géis analisados quanto ao total de proteína presente na 

amostra e aos valores estimados do ponto isoelétrico e massa molecular da proteína 

observada. 

2.10 - Seqüência de aminoácidos 

A seqüência de aminoácido N-terminal foi realizada por degradação de Edman 

(1950) em um seqüenciador automático de proteína PPSQ-23ª da Shimadzu. A seqüência 

obtida foi submetida ao alinhamento automático, utilizando o sistema de busca NCBI-BLAST 

para proteína. 
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FIGURA 2 - Esquema de extração da lectina presente na alga marinha vermelha Amansia 

multifida. 

 

(Eluição em tampão fosfato 0,02 M, pH 7,0)  (Eluição em NaCl 1,0 M) 

Sobrenadante 
(Extrato total) 

Resíduo 
 (descartado) 

Sobrenadante 
(descartado Resíduo 

F (0/70) 

Pico não retido 
PI - lectina 

Pico retido 
PII  

Alga Macerada 

• Agitação mecânica em tampão fosfato 0,02 M, pH 7,0 
c/ NaCl 0,15 M (1:8) por 6 horas  à 25°C 

• Centrifugação a 7.000 x g por 30min a 4°C. 

• Precipitação com sulfato de amônio (70% de saturação) por 12 h sob refrigeração 

• Centrifugação a 7.000 x g por 30min a 4°C 

• Ressuspensão em volumes mínimos de tampão fosfato  

• Diálise contra água destilada e posteriormente contra tampão 
 

Cromatografia em coluna de DEAE - Sephacel 
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3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 – Eletroforese Unidimensional em Gel de Poliacrilamida 

A purificação da lectina Amansia multifida foi realizada por cromatografia de troca 

iônica em coluna de DEAE-Sephacel, cujo perfil cromatográfico encontra-se na FIGURA 3, 

bem como os resultados dos ensaios de atividade hemaglutinante para cada tubo do pico 

não adsorvido a coluna (PI) e pico retido (PII).  

A pureza da proteína foi verificada por eletroforese unidimensional em gel de 

poliacrilamida 15% sob condições desnaturantes (SDS- PAGE), cujo peso molecular 

aparente foi de aproximadamente 30 KDa. 

A eletroforese mostra 2 linhas (L2 e L3) em que se pode observar a presença de 

contaminantes na amostra. Estas linhas representam o pico I de cromatografias de troca 

iônica, realizadas anteriormente, em que tubos que apresentaram leituras significantes a 

280 nm foram reunidos, obtendo-se o PI total, e, só então, avaliados quanto à capacidade 

de aglutinar eritrócitos de coelho tripsinizados. No entanto ao se realizar novas 

cromatografias cujo procedimento se baseava em selecionar todos os tubos do pico I, 

quanto as suas atividades hemaglutinantes, tubos que apresentaram maior atividade foram 

avaliados por eletroforese, podendo ser observado nas duas linhas seguintes (L4 e L5). 

Essas linhas mostram que apenas uma banda na faixa de 30 KDa foi revelada, obtendo-se 

portanto, a lectina purificada de Amansia multifida (FIGURA 4). 

 O isolamento da proteína em estudo foi semelhante ao realizado por Ainouz e 

colaboradores (1995) ao utilizarem cromatografia de troca iônica para a purificação de duas 

lectinas de algas marinhas vermelhas Bryothamnion triquetrum (BT) e B.seaforthii (BS), 

diferindo da técnica realizada, somente, quanto ao tipo de coluna utilizada e algumas 

estratégias experimentais. 

 A eletroforese mostrou, ainda, que quando submetida à ação do agente redutor ȕ-

mercaptoetanol (L5) a lectina de Amansia multifida apresentou somente uma banda que 

coincide com o peso molecular da proteína sem o agente redutor, podendo sugerir-se que a 

mesma é constituída de uma única subunidade. 

O peso molecular aparente da lectina de Amansia multifida de 30 KDa mostrou-se de 

acordo com o valor encontrado por Costa et al. (1999) quando obteve a lectina da mesma 

alga marinha. No entanto, eles utilizaram diversas técnicas cromatográficas para essa 

purificação, tais como, cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE-Sephacel, seguida 

de cromatografia de interação hidrofóbica (HIC) em coluna de Phenyl- Sepharose 4B, 

realizando-se ainda, uma cromatografia de afinidade em coluna de avidina-Sepharose 4B, 

técnicas que não foram necessárias para a obtenção da lectina neste trabalho. 
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FIGURA 3: Cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE-Sephacel da fração F (0/70) 

da alga marinha vermelha Amansia multifida. A coluna foi equilibrada com tampão fosfato 

0,02 M pH 7,0.  
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FIGURA 4: Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) do PI total (L2 e L3 - c/ȕ e s/ȕ, 

respectivamente) e dos tubos de maior atividade do pico I - lectina purificada de Amansia 

multifida (linhas L4 e L5 - c/ȕ e s/ȕ, respectivamente). Gel corado com Comassie Brillhant 

Blue R-250. 
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3.2 – Eletroforese Bidimensional (2D) 

 O resultado da eletroforese bidimensional mostrou a presença de cinco “spots” de 

peso molecular aparente de 30 KDa, como observado por eletroforese unidimensional. 

Esses “spots” diferiram apenas quanto ao ponto isoelétrico (pI), sendo esses valores obtidos 

por análise do Programa ImageMaster e considerados bastante próximos, estando todos em 

uma faixa ácida de pH (5,66; 5,87; 6,05; 6,33 e 6,63). Foram revelados, ainda, três “spots” 

de peso molecular aparente de 17,6 KDa e pontos isoelétricos de 5,66; 5,87 e 6,32 

(FIGURA 5). 

 Com base nesses resultados pode-se sugerir, portanto, que cinco isoformas 

protéicas da alga marinha vermelha foram observadas no gel e que os três “spots” de menor 

peso molecular correspondem a possíveis subunidades, uma vez que os pI(s) obtidos foram 

iguais aos de três supostas isoformas. Além disso, a aplicação de uma concentração maior 

de proteína para a 2D, pode ter favorecido o aparecimento  dessas possíveis subunidades 

(spots com fraca visualização), não visualizadas em eletroforese unidimensional. No 

entanto, análises dos “spots” por Espectrometria de Massa se fazem necessários para a 

confirmação dos resultados sugeridos. 

 Os valores de pI(s) ácidos observados pela focalização isoelétrica realizada com a 

lectina de Amansia multifida estão de acordo com valores encontrados na literatura por 

alguns autores que fazem referência a lectinas de algas marinhas vermelhas.   

 A lectina da alga marinha vermelha Palmaria palmata, de peso molecular aparente 

de 43 KDa (duas subunidades de 20 KDa), apresentou um ponto isoelétrico de 4,6, que 

pôde ser explicado por ser composta em grande quantidade por aminoácidos hidroxilados e 

ácidos (KAMIYA et al., 1982). 

 Três isoformas lectínicas foram isoladas da alga vermelha Solieria robusta. Essas 

isolectinas de peso molecular aparente de 23 KDa, apresentaram pontos isoelétricos ácidos 

(4,3, 4,2 e 4,1), tendo sido verificado, ainda, que essas proteínas mostraram-se ricas em 

aminoácidos ácidos e hidroxilados, resultados que corroboram com os valores de pI(s) 

encontrados. Ela mostrou possuir também, elevados percentuais de glicina (HORI et al. 

1988 b).   

 Em 1990, Okamoto e colaboradores isolaram uma lectina presente na alga marinha 

vermelha Gracilaria bursa-pastoris de 15,5 KDa e pI de 4,7, sendo considerada uma 

glicoproteína monomérica rica em glicina e aminoácidos ácidos e hidroxilados.  

 Desse modo, o ponto isoelétrico ácido observado para as isoformas encontradas 

pode ser, também, devido a presença de aminoácidos ácidos na molécula protéica, no 

entanto outros estudos devem ser realizados nesse aspecto. 
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3.3 Seqüenciamento da lectina 

 A seqüência obtida da lectina pura segundo degradação de Edman, encontra-se 

mostrada na FIGURA 6. 

 O seqüenciamento da região N-terminal foi realizado e 20 resíduos de aminoácidos 

foram obtidos, no entanto poucos estudos estruturais foram realizados até então com 

lectinas de algas, sendo mais comum, desde a primeira observação dessas moléculas 

nesses organismos marinhos, estudos de isolamento e caracterização parcial. Esses 

estudos referem-se, principalmente, às suas atividades biológicas, desde a característica 

que as define descrita por Peumans e Van Damme (1995) no que diz respeito à descoberta 

de que essas moléculas são capazes de aglutinar eritrócitos por se ligarem a carboidratos 

presentes na superfície de células, até as demais atividades biológicas e de caráter 

farmacológico que são particularmente diferentes dependendo da espécie em estudo. Isso 

difere bastante do que se tem quanto à lectinas de plantas, cujas características estruturais 

são bem conhecidas, podendo-se comparar estudos estruturais de moléculas descobertas 

recentemente com aqueles depositados em bancos de dados de modo que se possa avaliar 

a filogenia dessas moléculas e identificá-las taxonomicamente. (BOYD et al., 1966). 

 Até o presente momento algumas poucas espécies de algas citadas a seguir tiveram 

suas lectinas isoladas e caracterizadas estruturalmente quanto as suas seqüências 

primárias. Em 2000, Calvete e colaboradores estudaram estruturalmente pela primeira vez 

uma lectina obtida da alga marinha vermelha Bryothamnion triquetrum através de análises 

de espectrometria de massa e degradação de Edman, sendo verificado que a mesma 

continha cerca de 91 aminoácidos e duas pontes dissulfeto intracadeia com padrão 1-2, 2-3. 

A seqüência encontrada da lectina não era similar a de nenhuma outra seqüência de 

lectinas de plantas e animais quando realizada a pesquisa em bancos de dados utilizando o 

programa BLAST. No entanto, neste mesmo trabalho os autores relataram que estudos de 

caracterização estrutural estavam sendo desenvolvidos com duas lectinas de algas 

marinhas vermelhas: Ptilota serrata de 18 KDa, segundo Sampaio e colaboradores (1998) e 

Meristiela echinocarpa  de 30 KDa. As seqüências N-terminal das lectinas estavam sendo 

estudadas pelo grupo, mas até então nenhuma publicação dos referidos trabalhos foi 

verificada. No mesmo ano foi obtida por degradação de Edman a seqüência de outra lectina 

de alga isolada de Hypnea japônica, os estudos estruturais mostraram que a lectina era 

constituída de uma única cadeia polipeptídica de 90 aminoácidos, possuíndo duas pontes 

dissulfeto intracadeia de padrão 1-3, 2-4. Seqüências depositadas em bancos de dados não 

foram similares àquela isolada da alga marinha vermelha, no entanto, segundo o 

alinhamento de seqüências realizado, tal lectina parece possuir aminoácidos conservados 

na região C-terminal, sendo esta similar a regiões dos domínios de reconhecimento a 
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carboidratos de lectinas tipo C de animais. Os autores sugeriram, ainda, que a lectina 

continha um sítio de ligação para proteína e outro para carboidrato (HORI et al., 2000).  

 A lectina da alga marinha verde Ulva pertusa foi seqüenciada em 2004 por Wang et 

al., no entanto nenhuma similaridade foi obtida quando a seqüência foi comparada a de 

outras lectinas de plantas e animais depositadas em bancos de dados. O mais recente 

relato de estudos estruturais relacionados à lectinas de algas foi verificado em 2005 com o 

seqüenciamento da estrutura primária de duas lectinas de algas marinhas vermelhas 

pertencentes ao gênero Hypnea. As seqüências de aminoácidos das lectinas de Hypnea 

cervicornis (HCA) e Hypnea musciformes (HML), apresentaram 55% de identidade (80% de 

similaridade entre si), mas não se mostraram similares as seqüências de lectinas de algas, 

plantas e animais já conhecidas, sugerindo-se que estas possam pertencer a uma nova 

família de lectinas. Elas foram descritas como sendo cadeias polipeptídicas de 90 resíduos 

de aminoácidos contendo sete pontes dissulfeto intracadeia e duas subunidades ligadas por 

uma ponte dissulfeto (NAGANO et al., 2005). 

 Desse modo, são escassas as informações bioquímicas e estruturais existentes 

quanto a lectinas de algas, e estes estudos limitam-se a apenas algumas espécies, o que 

dificulta a classificação funcional e filogenética dessas moléculas, inclusive da lectina da 

alga em estudo que não apresentou similaridade com nenhuma outra seqüência depositada 

em bancos de dados, não pertencendo, portanto, a nenhuma classe de lectinas de algas já 

conhecida. 
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FIGURA 5: Eletroforese Bidimensional da lectina de Amansia multifida. Gel corado com 

Comassie Brillhant Blue R-250. 
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FIGURA 6: Seqüência N-terminal da lectina isolada da alga marinha vermelha Amansia 

multifida obtida por seqüenciamento automático de Edman. Nenhuma similaridade foi 

observada da seqüência obtida com outras seqüências depositadas em bancos de dados 

após realizada a pesquisa pelo NCBI-BLAST.  
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1 – INTRODUÇÃO 

1.1- Análise Estrutural de Proteínas por Dicroísmo Circular (CD) 

Poucos estudos sobre a estrutura tridimensional das lectinas foram realizados até o 

momento, no entanto técnicas cada vez mais avançadas favorecem o desvendamento de 

estruturas protéicas, de modo que se possa entender melhor seus verdadeiros papéis 

biológicos. Dentre os diversos métodos de estudo da estrutura de proteínas a técnica de 

Dicroísmo Circular (CD) nos permite avaliar com rapidez e facilidade componentes 

estruturais de proteínas. 

O fenômeno de Dicroísmo Circular (CD) refere-se à absorção diferenciada da luz, 

circularmente polarizada à direita e à esquerda. A forma do espectro de CD fornece 

informações sobre a estrutura secundária do meio no qual se encontra a proteína, além de 

permitir estimar as frações destas estruturas, utilizando programas específicos para estes 

cálculos. Desse modo, pode-se obter a composição estrutural da proteína quanto à 

quantidade de α-hélice, folhas-ȕ, número de voltas, etc. (SHARON et al., 2000, 2005). Uma 

vantagem dessa técnica em estudos de proteínas é que a informação estrutural pode ser 

completamente obtida da análise da região do espectro (SHARON et al., 2005).  

Além das informações citadas acima e realizadas com a lectina da alga marinha em 

estudo, a análise por CD pode ser aplicada sob sistemas biológicos fornecendo várias 

outras informações quanto ao estudo de proteínas, dentre os quais podemos citar a análise 

da estrutura terciária da proteína por “fingerprint”. O espectro de CD na região do 

infravermelho próximo (320-260 nm) reflete a região das cadeias laterais dos aminoácidos 

aromáticos e, portanto, fornece informações sobre a estrutura terciária da proteína 

(KRITTANAI & JOHNSON, 1997). 

É possível avaliar, também, a interação proteína-ligante, podendo-se então, verificar 

a integridade de cofatores no sítio ligante de suas respectivas proteínas, por exemplo. A não 

interação do ligante à proteína resultará no ligante livre em solução que refletirá em uma 

pequena, mas perceptível, mudança no sinal do espectro obtido em CD, dessa forma, pode-

se realizar estudos avaliando tais interações (SHARON et al., 2005). 

Mudanças estruturais na proteína podem ser verificadas utilizando recursos como 

mudanças de temperatura, pH, excesso de ligante, entre outros, levando a avaliação da 

estabilidade estrutural da proteína através de mudanças no espectro de CD quando 

comparadas a proteínas em seu estado nativo. Assim, mudanças na região de máximo do 

pico de absorção podem revelar alterações conformacionais da proteína em estudo 

(GILETTO & PACE, 1996; JOHNSON & FERSHT, 1995; SHARON et al., 2005). 
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A análise por CD permite, ainda, avaliar o reenovelamento ou renaturação de uma 

proteína previamente desnaturada, verificando-se o potencial da mesma em retornar a sua 

estrutura nativa após ser submetida a determinados processos que levaram a sua 

desnaturação. O resultado da análise de CD pode ser comparado ao de outras técnicas 

utilizadas no estudo estrutural de proteínas como Cristalografia de raio-X e Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN), que são ótimas técnicas de análise estrutural, no entanto, em 

contraste ao CD a Cristalografia requer cristais de proteínas devidamente difratados, o que 

muitas vezes requer tempo. Já para análise de RMN uma elevada quantidade de proteína 

se faz necessária para se alcançar o objetivo experimental (SHARON et al., 2005). 

Desse modo, estudos biofísicos de dicroísmo circular são rápidos e requerem 

apenas pequenas quantidades de proteína em solução, fornecendo resultados bastante 

satisfatórios sobre sua estrutura. 

1.2 – Análise de Componentes Estruturais de Proteínas por Fluorescência 

A Fluorescência é atualmente uma metodologia amplamente utilizada em 

biotecnologia, citometria de fluxo, diagnósticos médicos, seqüenciamento de DNA, biologia 

forense e análise genética, dentre outros. Essa técnica é bastante sensível, evitando-se o 

uso de marcadores radioativos (JOSEPH et al., 2006). 

A fluorescência é um fenômeno formador da luminescência que é a emissão de luz 

proveniente de uma determinada substância devido a um estado de excitação eletrônica. 

Este fenômeno ocorre dependendo da natureza do estado de excitação, sendo tipicamente 

emitido a partir de moléculas aromáticas (JOSEPH et al., 2006). Desse modo essa técnica 

auxilia enormemente o estudo de proteínas facilitando a análise estrutural da mesma no que 

diz respeito à composição de aminoácidos aromáticos, podendo-se avaliar a estrutura 

tridimensional dessas moléculas observando-se possíveis localizações desses resíduos 

aromáticos, uma vez que determinados tratamentos desnaturantes podem nos levar a 

sugerir se este se encontra mais exposto ou mais interno na estrutura da molécula nativa. 

Freitas (2009) caracterizou uma proteína envolvida na defesa de plantas (osmotina) 

proveniente do látex de Calotropis procera quanto a sua composição estrutural, através de 

técnicas espectroscópicas de dicroísmo circular e fluorescência, avaliando-a quanto a 

possíveis alterações estruturais frente a extremos de temperatura e pH, verificando-se 

portanto, a estabilidade da proteína e sua parcial renaturação após submetida ao tratamento 

térmico. 
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2 – MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1- Dicroísmo Circular (CD) 

2.1.1 – Composição estrutural da lectina de Amansia multifida em condições nativas 

 As medidas de CD foram realizadas no espectropolarímetro Jasco, modelo J-815 

(Jasco Corporation, Japão) em cubetas cilíndricas de quartzo (0,1 cm - caminho óptico). Os 

espectros foram determinados no intervalo de 190 a 250 nm sob N2 constante, fazendo-se 8 

cumulações para cada amostra à 25 C. A análise da composição da estrutura secundária 

da lectina foi então realizada por desconvolução do espectro de CD usando os programas 

Selcon3, CDSSTR e Continll segundo Sreerama & Woody (2000). 

2.1.2 – Avaliação da estabilidade térmica da lectina de Amansia multifida 

 Para avaliar a estabilidade térmica da lectina de Amansia multifida por dicroísmo 

circular a proteína purificada (0,44 mg/ml) foi incubada por 10 min em diferentes 

temperaturas que variaram de 10 a 85 ºC, com intervalos de 5º C. Após cada incubação 

eram realizados 8 ciclos de medidas para cada temperatura. 

2.1.3 – Estudo estrutural da proteína submetida a extremos de pH 

 Esta metodologia permitiu também o monitoramento das mudanças conformacionais 

que poderiam ocorrer na proteína em função do pH e da força iônica do meio. Todas as 

medidas realizadas em CD tinham a proteína na concentração de 0,44 mg/ml, tendo sido 

utilizados tampão fosfato, acetato, borato 0,02 M, em diferentes pHs (3,0, e 11) para realizar 

as medidas em CD e analisar a estabilidade da lectina quanto à extremos de pH. Essas 

medidas foram comparadas às medidas da proteína realizadas sob condições nativas (pH 

7,0) para avaliar possíveis alterações estruturais. 

2.2 – Fluorescência 

2.2.1 – Análise da composição da proteína sob condições nativas 

Para os ensaios de fluorescência foram utilizadas cubetas de quartzo de 0,5 ml, cujo 

caminho óptico a ser percorrido foi de 1 cm, tendo sido realizadas as medidas em 

Fluorímetro ISSK2. A lectina de Amansia multifida encontrava-se na concentração de 0,11 

mg/ml e foi excitada  280 e 295 nm para avaliação do espectro de emissão da fluorescência 

monitorada no intervalo de 300 a 440 nm.  
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2.2.2 – Avaliação de mudanças estruturais da lectina frente a extremos de pH 

A proteína também foi avaliada por fluorescência quanto a extremos de pH nos dois 

comprimentos de onda (280 e 295 nm) e os espectros obtidos foram comparados ao 

espectro da lectina sob condições nativas (pH 7,0) e possíveis mudanças conformacionais 

foram avaliadas. 
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3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 - Análise da Estrutura Secundária da Proteína por Dicroísmo Circular (CD) 

          O espectro de CD da estrutura secundária da lectina de Amansia multifida foi 

realizado com a finalidade de avaliar sua composição estrutural, quanto à quantidade de α- 

hélice, folhas -ȕ, voltas e também quanto à estrutura não ordenada. Tendo sido utilizados 

para a desconvolução do espectro da proteína nativa programas como Selcon3, Contin e 

CDSSTR (Sreerama & Woody, 2000). Nestes programas espectros de estruturas 

secundárias de proteínas conhecidas depositadas em bancos de dados foram utilizados de 

modo comparativo para verificar qual o programa apresentaria uma desconvolução mais 

satisfatória. Desse modo dentre os programas analisados, o Contin foi escolhido por 

apresentar melhor desconvolução (FIGURA 7).  

O espectro da estrutura secundária da lectina de Amansia multifida em condições 

nativas pH 7,0 a 25 ºC mostrou que esta apresentou-se composta por 4% de α - hélice, 43% 

de folha-ȕ, 21% de voltas e 32% de estrutura não ordenada, segundo o programa de 

desconvolução Contin. Apresentando picos máximos e mínimos de aproximadamente 190 e 

215 nm, respectivamente. (FIGURA 8). 

3.1.1 – Análise da Estrutura frente a extremos de pH 

          A estrutura secundária da lectina de Amansia multifida foi analisada por dicroísmo 

circular, sob extremos de pH (3,0 e 11) e comparadas ao espectro obtido quando a lectina 

estava em  seu estado nativo (pH 7,0). Estes espectros estão representados na FIGURA 9 e 

eles podem demonstrar a estabilidade estrutural da proteína quando submetida a esses 

pH(s), no entanto a figura mostra que houve diminuição na intensidade dos espectros nos 

pHs 3,0 e 11, podendo ser explicado por uma leve precipitação da proteína, já que o perfil 

do espectro manteve-se semelhante ao original a pH 7,0, apresentando o mesmo máximo e 

mínimo de emissão, em torno de 190 e 215 nm, respectivamente. Tal precipitação pôde ser 

observada pela diminuição da leitura da absorbância das soluções de extremos de pH 

contendo a lectina, quando comparadas a leitura da solução a pH 7,0 realizada em 

espectrofotômetro a 280 nm. Em todas as soluções foram utilizadas quantidades iguais da 

lectina. 
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FIGURA 7: Espectro de CD da lectina de Amansia multifida em condições nativas 

comparado a espectros de estruturas secundárias de proteínas conhecidas depositadas em 

bancos de dados utilizando-se diferentes programas: CDSSTR (A), Selcon3 (B), Contin (C). 

A melhor desconvolução foi mostrada pelo programa Contin (em destaque). 
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FIGURA 8: Espectro da estrutura secundária da lectina de Amansia multifida em condições 

nativas pelo programa Contin com sua respectiva composição estrutural.  
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FIGURA 9: Efeito do pH na estrutura secundária da lectina de Amansia multifida.  Cada 

amostra foi incubada por 30 min com o tampão específico para os respectivos  pHs (3,0, 7,0 

e 11). 
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3.1.2 – Avaliação da Estabilidade Térmica da lectina de Amansia multifida 

O gráfico da FIGURA 10 mostra a comparação entre o espectro da proteína em seu 

estado nativo obtido a 25º C e os espectros que demonstraram mais significativamente a 

perda gradativa da estrutura nativa da proteína até a completa desnaturação. Pode-se 

verificar, portanto, que a lectina demonstrou certa resistência, quando submetida a 

temperaturas relativamente superiores aquela de seu estado nativo, tendo em vista que a 

perda de sua estrutura secundária pôde ser inicialmente evidenciada quando esta foi 

submetida a uma temperatura de aproximadamente 35º C atingindo cerca de 50% de 

estrutura desnaturada na temperatura de 40,2 ºC (FIGURA 11). 

  O processo pós-tratamento térmico avaliou a capacidade de “refolding” da proteína 

após sua completa desnaturação, sendo esta novamente incubada sob condições nativas 

por 10 min (25º C). O resultado mostrou que a proteína não foi capaz de voltar a sua forma 

estrutural nativa, após ter sido submetida ao tratamento térmico (FIGURA 12).  

 A lectina de Amansia multifida não passou pelo processo de liofilização, tendo sido 

apenas concentrada em tubos com membrana milipore (Amicon), evitando-se assim, um 

possível estado de agregação da molécula que poderia ter levado a uma diminuição da 

intensidade do sinal nos espectros analisados, mesmo em condições nativas. 

 Estudos de caracterização estrutural ainda são raros com lectinas de algas. Até o 

presente momento não se tem relatos da utilização de análises espectroscópicas de CD e 

fluorescência para a avaliação da estrutura secundária e terciária de tais lectinas. Desse 

modo, resultados obtidos neste trabalho serão de grande auxílio, como dados comparativos, 

para estudos futuros a serem realizados nesse aspecto com essa classe de proteínas de 

algas. 
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FIGURA 10: Efeito da temperatura na estrutura secundária da lectina de Amansia multifida 

por dicroísmo circular. Lectina em tampão fosfato de sódio 20 mM, pH 7,0. A concentração 

final era de 0,44mg/ml, esta foi incubada por 10 min em cada temperatura (10 a 85 º C, 

elevadas de 5 em 5º C). 

 
 

FIGURA 11: Temperatura média de desnaturação da lectina de Amansia multifida a pH 7,0. 

Os espectros das diferentes temperaturas de CD foram medidos a 205 nm.  
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FIGURA 12: Espectro de CD da lectina de Amansia multifida após aquecimento por 10 min 

e incubação a 25° C por 30 min. 
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3.2 - Análise da Composição Estrutural da lectina de Amansia multifida por 

Fluorescência 

 A lectina de Amansia multifida foi excitada a comprimentos de onda de 280 e 295 

nm, e a FIGURA 13 mostra o máximo de emissão quando a amostra foi submetida à 

excitação nestes comprimentos. 

  Os resultados mostraram que a amostra excitada a 280 nm obteve um máximo de 

emissão no comprimento de onda de aproximadamente 336 nm, que é um pico 

característico da presença do aminoácido aromático triptofano. A intensidade do sinal obtido 

foi relativamente elevada, podendo ser indicativo da presença de mais de um resíduo deste 

aminoácido, mas devido à excitação a 280 nm poder refletir também a presença do 

aminoácido tirosina (Y), pode-se considerar que talvez a intensidade do sinal seja resultado 

da influência deste aminoácido que está associado ao sinal emitido pelo triptofano (W), no 

entanto, ao se excitar a proteína a 295 nm pôde-se observar o pico máximo de emissão que 

foi também de aproximadamente 336 nm e confirmar a presença significativa do aminoácido 

triptofano na molécula em estudo, já que quando excitada neste comprimento de onda, 

somente resíduos de W serão observados ou não, dependendo do máximo de emissão.  

3.2.1 - Análise da Estrutura da lectina frente a extremos de pH 

 A fluorescência emitida a 280 nm quando amostras da lectina foram incubadas por 

30 min em diferentes tampões de pHs 3,0 e 11,0 resultou em espectros que foram 

comparados ao espectro de fluorescência da lectina em condições nativas (pH 7,0) e o 

resultado mostrou que os extremos de pHs aos quais foi submetida a lectina alteraram 

apenas a intensidade do sinal, já que não houve deslocamento do pico máximo de emissão, 

permanecendo em 336 nm. Diferenças na intensidade do sinal podem ser devido a 

influência de protonação dos grupos laterais da cadeia amioacídica ou mesmo precipitação 

da amostra (FIGURA 14). 

 Silva e colaboradores (2008) também realizaram estudos estruturais por métodos 

de fluorescência, analisando a estrutura da lectina de Caulerpa cupressoides (LCc) sob 

diferentes pHs, onde apenas os mais extremos, parecem ter refletido em mudanças mais 

significativas. Semelhante ao que foi observado na análise da estrutura da lectina em estudo 

por fluorescência, diferentes pHs não alteraram o máximo de emissão (em torno de 340 nm) 

dos espectros observados, interferindo apenas na intensidade do sinal devido uma possível 

precipitação da molécula. 
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FIGURA 13: Espectro de emissão de fluorescência da lectina de Amansia multifida em 

condições nativas, pH7,0, quando excitada a 280 e 295 nm. 
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FIGURA 14:  Espectro de fluorescência da lectina de Amansia multifida incubada em 

diferentes pHs, excitada a comprimentos de onda de 280 nm (A) e 295 nm (B). 
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1 - INTRODUÇÃO 

1.1 - Usos e Propriedades Biológicas de Lectinas de Algas Marinhas 

            As lectinas isoladas de várias fontes, e principalmente de origem vegetal, têm sido 

utilizadas para uma série de aplicações biológicas como, por exemplo, na mimetização ou 

bloqueio da ação de efetores fisiológicos, no isolamento e caracterização de ligantes de 

superfícies celulares ou na avaliação de fenômenos decorrentes de suas interações com 

tais ligantes e intrincadas vias de transdução de sinal. Vejamos resumidamente algumas de 

suas aplicações: 

As hemaglutininas de algas marinhas foram também sugeridas como novas 

ferramentas biológicas, inclusive na taxônomia de algas (BLUNDEN et al., 1975).  

Semelhante as lectinas de plantas superiores, as hemaglutininas de algas marinhas 

também foram empregadas na tipagem de grupos sangüíneos. ROGERS et al., (1977), 

relataram que a hemaglutinina de Ptilota plumosa aglutina especificamente eritrócitos que 

expressam o antígeno B (B, A1B e A2B), não reconhecendo portanto, os eritrócitos dos 

grupos A e O. 

As lectinas de algas sã vistas como ferramentas na pesquisa do câncer.  Extratos 

de Boodlea coacta, Codium fragile, Hypnea japonica, Carpopeltis flabalata, Gracilaria bursa-

pastoris e Solieria robusta, aglutinaram fortemente células tumorais (HORI et al., 1986a). 

NEVES et al. (2001), mostraram que as lectinas isoladas das algas Bryothamnion 

triquetrum (BT), Bryothamnion  seaforthii (BS), Amansia multifida (AM) e Gracilaria caudata 

(GC) apresentaram atividade indutora de migração de neutrófilos in vivo e in vitro. A lectina 

de (BT) foi mais potente quando o ensaio foi realizado em ratos, enquanto a lectina de (AM) 

quando testada em camundongos induziu melhor a migração. Todas as lectinas induziram 

significativamente a migração de neutrófilos em humanos nos testes in vitro, sendo (BT) e 

(GC) as mais efetivas. A avaliação no efeito inflamatório das lectinas mostrou que D-manose 

reduziu a migração de neutrófilos para o foco inflamatório tanto in vitro como in vivo, com 

exceção da lectina (AM). Esses dados foram considerados surpreendentes já que as 

lectinas de algas são em geral inibidas por glicoproteínas e não por açúcares. 

 Na indução de proliferação celular as lectinas presentes nas algas Carpopeltis 

flabellata, Gracilaria bursa-pastoris e Solieria robusta foram capazes de estimular a 

mitogenicidade em linfócitos de camundongos em concentrações que variavam entre 5 e 

12g/mL (HORI et al., 1987; HORI et al., 1988b; OKAMOTA et al., 1990).  BIRD et al., 

(1993), trabalhando com 22 espécies de algas marinhas, encontraram que frações ricas em 

proteínas eram capazes de estimular a atividade mitogênica em esplenócitos de 
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camundongos e linfócitos humanos.  As frações protéicas das algas Gracilaria tikvahiae e G. 

verrucosa foram capazes de estimular a mitogenicidade dos dois sistemas estudados, 

enquanto a da alga verde Ulva rígida foi capaz de estimular a mitogenicidade de 

esplenócitos de camundongos. Lectinas de algas marinhas do Nordeste brasileiro, como 

Amansia multifida (COSTA, 1999) e Meristiella echinocarpa (FARIAS, 1995), ambas 

mostraram-se mitogênicas para linfócitos humanos.  A. multifida estimulou a proliferação de 

células mononucleares do sangue humano (PBMC) em concentrações relativamente baixas, 

de 3,12 a 12,5 g/mL, sendo que esse efeito foi predominante a 50g/ml (LIMA et al.,1998). 

M. echinocarpa estimulou uma boa proliferação destas células em baixas concentrações 

(12,5 – 2,5 g/mL) e em menor intensidade quando utilizadas em doses elevadas (50 – 100 

g/mL). A proliferação linfocitária foi bloqueada por avidina, porém esse efeito não foi 

revertido pela adição de IL-2 purificada ou uma outra lectina (ConBr) em concentrações 

estimulatórias.  Foi também observado que células incubadas com amansina em 

concentrações adequadas produziram IFN-. 

As lectinas de algas marinhas também têm sido empregadas como ferramentas na 

pesquisa da Síndrome da Imuno-Deficiência-Adquirida (SIDA). Algumas dessas lectinas 

foram utilizadas para caracterizar oligossacarídeos estruturais do envelope viral, como a 

glicoproteína 120. Essa caracterização poderia permitir a prevenção da ligação do vírus às 

células hospedeiras, uma vez que as lectinas específicas se ligariam a capsula viral, 

bloqueando o seu sítio de ligação às células (FAVERO, 1994). 

Essas moléculas podem ser vistas, ainda, como ferramentas em testes 

histoquímicos.  A conjugação da lectina de Codium fragile por GRIFFIN et al., (1995) ao 

ouro coloidal foi proposta para permitir a ligação desse complexo a membranas de 

eritrócitos humanos A1. A vantagem inicialmente seria que este conjugado poderia ser usado 

como sistema-modelo, além de ser facilmente detectado por microscopia eletrônica de 

transmissão.  Deste modo, pequenas moléculas como a lectina de C. fragile, poderiam ser 

utilizadas nesses testes levando-se em conta o fácil acesso das mesmas a diferentes pontos 

da superfície de células de vários tecidos. 

Várias lectinas de algas marinhas têm mostrado interagir com plaquetas humanas, 

como Phytohemagglutinin (PHA), “wheat germ agglutinin” (WGA) e lectina de veneno de 

cobra. A interação dessas lipoproteínas com plaquetas não tem sido muito investigada, 

entretanto MATSUBARA et al., (1996) examinando a interação de quatro lectinas de algas 

com plaquetas humanas, observou que estas inibiram a agregação plaquetária induzida por 

adenosina difosfato (ADP), enquanto que uma delas induziu a agregação de plaquetas 

inativadas. 
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Como mísseis biológicos. As lectinas de algas, sendo moléculas pequenas, podem 

ser menos antigênicas que lectinas de plantas superiores que possuem alto peso molecular 

(ROGERS & HORI, 1993). 

Avanços importantes têm sido feitos na pesquisa sobre lectinas de algas marinhas, 

entretanto, muito pouco se conhece sobre o seu possível papel endógeno. Trabalhos 

realizados com a fração lectínica da alga marinha vermelha Digenea simplex demonstraram 

seu potencial hipoglicemiante por esta reduzir significativamente o nível de glucose em ratos 

diabéticos, induzido por aloxano (ANDRADE et al., 2006), sendo este mais um potencial 

biológico e de grande interesse científico que deve ser melhor estudado nessas moléculas. 

 

1.2 – Diabetes 

1.2.1 – Considerações Gerais 

O conhecimento do diabetes mellitus, já data de vários séculos. O papiro egípcio 

Ebers, em 1500 anos a.C., descreve uma doença caracterizada pela passagem de grande 

quantidade de urina. No entanto, o grande marco foi à descrição de Araterus da Capadócia, 

no século II, que denominou essa enfermidade de diabetes (correr através de sifão), com 

sua clássica descrição de que “a carne do corpo e dos membros se derretia e se convertia 

em urina” (KRALL et al., 1994). Mesmo conhecendo-se vários relatos na China, Japão e 

Índia da ocorrência de poliúria com urina doce e espessa em algumas pessoas, foi Willis, 

em 1675, quem estabeleceu o nome diabetes mellitus, fazendo referência a esta condição 

da urina, doce e mel, por ele observada (OLIVEIRA E MILECH, 2004). O diabetes mellitus é 

um distúrbio crônico que afeta cerca de 5% da população mundial (DANEMAN, 2006). 

O diabetes mellitus é considerado uma síndrome caracterizada por hiperglicemia 

crônica que envolve distúrbios metabólicos dos carboidratos, proteínas, lipídios, água, 

vitaminas e minerais, alterando desta forma, a homeostase do organismo, podendo no 

período de evolução da doença, dependendo do controle metabólico, advir complicações 

agudas e crônicas (OLIVEIRA E MILECH, 2004).  

A doença caracteriza-se por apresentar os seguintes sinais: aumento da 

concentração sanguínea de glicose, devido à utilização desta pelas células corporais estar 

diminuída; metabolismo lipídico anormal devido à acentuada mobilização das gorduras a 

partir das áreas de armazenamento; arterosclerose causada pela deposição de colesterol 

nas paredes arteriais e depleção de proteínas nos tecidos do corpo (GUYTON, 2002). Essa 

depleção ocorre devido a um aumento na degradação e uma diminuição na síntese de 

proteínas (RANG et al, 2004). 
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O individuo com diabetes evidencia os seguintes sintomas iniciais: eliminação 

excessiva de urina (poliúria) (GUYTON, 2002); sede intensa associada à desidratação e 

ingestão de grandes volumes de água (polidipsia), que em diabetes está relacionado à 

perda de água e metabólitos intracelulares, que altera o estado normal dos osmorreceptores 

dos centros da sede no cérebro. O excesso de açúcar, não utilizado, traz como 

conseqüência a falta de fornecimento de energia nas células, originando os sintomas de 

fraqueza e perda de peso (NEGRI, 2005; COTRAN, 1996). 

Uma alteração característica do diabetes é a excessiva, porém incompleta oxidação 

dos ácidos graxos no fígado, promovendo um aumento na produção de corpos cetônicos 

(LEHNINGER et al., 2002). A cetoacidose desenvolve-se devido à degradação acelerada 

das gorduras em acetil-CoA que, na ausência de metabolismo aeróbico de carboidratos, é 

convertida em acetoacetato e ȕ-hidroxibutirato (provocando acidose) e cetona (RANG et al, 

2004). 

Outras manifestações sintomáticas citadas em referência ao diabetes são 

parestesias, distúrbios visuais e no aparelho geniturinário, disfunção erétil e diminuição da 

libido (OLIVEIRA e MILECH, 2004). O diabetes também parece estar associado a alterações 

na cognição. Estudos examinando a incidência de demência em pessoas com diabetes 

mellitus revelaram um maior grau de representatividade em diabéticos do que em pessoas 

sem a doença. Este alto risco inclui tanto a doença de Alzheimer quanto casos de demência 

vascular (BIESSELS et al, 2006). 

Quanto à classificação, destacam-se duas classes principais da doença: diabetes 

mellitus dependente de insulina ou diabetes tipo 1, que aparece no início da vida e 

freqüentemente envolve a destruição autoimune das células ȕ do pâncreas; e diabetes 

mellitus não dependente de insulina, ou diabetes tipo 2, que é causada, em algumas formas 

da doença, por mutações na estrutura do receptor da insulina ou em suas atividades 

intracelulares responsáveis pela utilização da glicose (MATHEWS & VAN HOLDE, 1995). 

Existem, ainda, outros tipos específicos de diabetes, resultantes de defeitos genéticos 

funcionais da célula ȕ, defeitos genéticos na ação da insulina, doenças do pâncreas 

exócrino, endocrinopatias, induzidos por fármacos e agentes químicos, infecções, formas 

incomuns de diabetes imuno-mediado, outras síndromes genéticas geralmente associadas 

ao diabetes e o diabetes gestacional.  

Apesar de o diabetes tipo 1 ser menos incidente que o tipo 2, é responsável por uma 

séria desordem crônica com importantes conseqüências a longo prazo. Apresenta um forte 

componente genético que torna aumentada a susceptibilidade de alguns indivíduos, bem 

como uma predisposição hereditária, com incidência 10 vezes maior em parentes de 

primeiro grau de um caso original (DANEMAN, 2006; RANG et al., 2004). 
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Com a intensificação do controle glicêmico no tratamento do diabetes melitus tipo 1, 

houve uma mudança progressiva das causas de mortalidade com destaque para as 

doenças cardiovasculares. A identificação de fatores de risco, como a dislipidemia, tornou-

se de grande importância para minimizar o risco de complicações crônicas micro e 

macrovasculares. As diretrizes para prevenção de doença coronariana em diabetes, 

geralmente, fazem referência ao diabetes tipo 2, com pouca recomendação específica para 

o diabetes tipo 1. Definir alvos terapêuticos ou indicação de intervenção farmacológica é 

mais controverso nesse tipo de diabetes, em virtude da faixa etária desses pacientes 

(MATHEUS & COBAS & GOMES, 2008). 

O diabetes tipo 2 representa um grupo heterogêneo de desordens assinaladas pela 

resistência à insulina e diminuição da secreção do hormônio (REES e ALCOLADO, 2005). 

Frequentemente, pacientes acometidos pelo tipo 2 são obesos, com um número maior de 

casos da doença na fase adulta, e um aumento progressivo na incidência em relação ao 

aumento da idade, à medida que ocorre um declínio da função das células ȕ (RANG et al., 

2004).  

A hiperglicemia pós-prandial é a primeira anormalidade metabólica em diabéticos tipo 

2 e, também, representa um importante fator na predição do início de complicações 

macrovascular e microvascular, que contribuem para o progresso dos sintomas no diabetes 

mellitus (RATNER, 2001). 

O diagnóstico do diabetes baseia-se nas alterações de glucose plasmática de jejum 

(8-12 h) ou após uma sobrecarga de 75g de glucose por via oral, com medições após duas 

horas (teste oral de tolerância à glucose - TOTG), e nos níveis de glucose plasmática casual 

(PEREIRA et al, 2006). 

O tratamento do diabetes envolve a princípio a administração de insulina suficiente 

para que o metabolismo dos carboidratos, lipídeos e proteínas seja o mais normal possível. 

A insulina pode ser encontrada sob várias formas: a “regular” que possui ação que vai de γ 

a 8 horas e as formas de insulina que são precipitadas com zinco ou com vários derivados 

protéicos, tendo efeitos que duram de 10 a 48 horas, devido à absorção lenta no sítio de 

injeção (GUYTON, 2002).  

Para o tratamento do diabetes tipo 1, a insulina torna-se um componente essencial. 

Este requer injeções diárias do hormônio, com o intuito de prevenir os distúrbios metabólicos 

causadores de cetoacidose e morte. Devido à degradação no trato digestório, a insulina é 

administrada de forma parenteral, sendo a via subcutânea a mais comum, embora possa 

também ser administrada intravenosamente, de maneira intranasal (HINCHCLIFFE e 

ILLUM, 1999), ou até mesmo intramuscular (RANG et al., 2004). 

No diabetes tipo 2 ocorre uma diminuição da sensibilidade dos tecidos-alvo ao efeito 

da insulina (OLIVEIRA e MILECH, 2004). Desse modo, de forma mais simplificada, dietas e 
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exercícios correspondem ao ponto de partida para o tratamento (IGNARRO et al., 2007; 

GANNON e NUTTALL, 2006). Contudo, os medicamentos hipoglicemiantes tornam-se 

comumente necessários, e em alguns casos, além de mudanças nos padrões de 

alimentação e atividade física, a utilização de insulina também é importante (KOSKI, 2006). 

As quatro principais classes de agentes hipoglicemiantes orais são as sulfoniluréias, 

que reduzem o nível de glucose plasmática primariamente por aumentarem a liberação de 

insulina a partir do estímulo às células ȕ do pâncreas, causando hipoglicemia; as 

biguanidas: a metformina que é o único fármaco da classe das biguanidas atualmente 

disponível, seu mecanismo primário consiste em uma diminuição dos níveis de glucose, a 

partir da diminuição da gliconeogênese no fígado, além de aumentar a sensibilidade à 

insulina em tecidos periféricos e diminuir a absorção de glucose no intestino; inibidores de α-

glucosidase, drogas que interferem na absorção dos carboidratos pelas células intestinais, 

seu efeito consiste, primariamente, na redução dos níveis de glucose pós-prandial no 

plasma, atuando como competidores e inibidores reversíveis de α-glucosidase e α-amilase 

impedindo, assim, o fornecimento de glucose, a partir da quebra enzimática de 

polissacarídeos complexos; e por fim os tiazolidinodionas, que aumentam a sensibilidade 

dos tecidos muscular e adiposo à insulina, também diminuem a produção de glucose 

hepática e são potentes e seletivos agonistas dos receptores Ȗ nucleares, que regulam a 

transcrição de genes envolvidos no controle da produção, transporte e utilização de glucose 

(KOSKI, 2006). 

Outros agentes hipoglicemiantes orais em desenvolvimento, para o tratamento de 

pacientes diabéticos tipo 2, incluem drogas inibidoras de certas enzimas responsáveis pela 

ativação de glucoquinases, promovendo uma redução da glucose pós-prandial (KOSKI, 

2006). 

Contudo, dos medicamentos correntemente usados na prática clínica, nenhum é 

capaz de restaurar com sucesso os níveis normais de glicemia em muitos pacientes. Ou, por 

outro lado, tornam-se falhos no decorrer de algum tempo. Mais ainda, o uso contínuo de 

drogas sintéticas antidiabéticas pode causar efeitos colaterais e toxicidade (ZHANG et al., 

2001). Desse modo, torna-se cada vez mais necessária à procura por drogas antidiabéticas 

naturais e não-tóxicas eficazes no tratamento da doença. 

1.2.2 – Indução do diabetes na experimentação animal 

Uma droga muito usada para induzir diabetes é o Aloxano, que é derivado do ácido 

úrico. Ocorre uma citotoxidade seletiva porque as células ȕ pancreáticas possuem uma 

maior capacidade de acumular essa droga e, além disso, tem maior sensibilidade aos 

radicais peróxidos, quando comparadas as outras células do corpo. Esse efeito causa 
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diabetes mellitus irreversível 24 horas após a sua administração, sendo os efeitos crônicos 

da doença observados após 7 dias. (CARVALHO & CARVALHO & FERREIRA, 2003). Esse 

efeito lesivo do aloxano pode ser prevenido por diversas substâncias, que diminuem a 

suscetibilidade das células alvo ao agente agressor (JOURS et al,1999). 

 Apesar de o Aloxano ter um elevado índice de mortalidade relativa, é um modelo de 

fácil execução e permite a utilização de um grande número de animais, destruindo somente 

a parte endócrina do pâncreas, com preservação de sua função exócrina. A via mais 

utilizada é a endovenosa (LERCO, 2003). 

 

1.2.3 – Utilização de plantas e algas no tratamento do Diabetes 

As plantas consideradas medicinais foram utilizadas para tratar doenças humanas no 

Oriente durante séculos. Há registros médicos que comprovam que os chineses já utilizam 

as plantas medicinais desde 3700 anos a.C. e acreditavam que havia uma planta apropriada 

para cada doença. A utilização das plantas é baseada na crença popular e apesar do 

emprego empírico, muitas delas são utilizadas até hoje e ainda não foram completamente 

substituídas pelos fármacos sintéticos (COWAN, 1999; DE SOUZA et al., 2003; NIERO et 

al., 2003).  

Plantas medicinais e seus derivados consistiram durante muito tempo à base da 

terapêutica e, atualmente, cerca de 25% dos fármacos utilizados são de origem vegetal, 

enquanto 50% são de origem sintética, mas relacionados aos princípios isolados de plantas 

medicinais (UGAZ, 1994; CECHINEL  & YUNES, 1998). 

Acredita-se que cerca de 80% da população mundial use as plantas como primeiro 

recurso terapêutico (CRAGG et al., 1997). Entre as inúmeras espécies vegetais de interesse 

medicinal, pode-se citar como exemplo de uma boa fonte de compostos farmacológicos, as 

plantas do gênero Bauhinia, pertencentes à família Leguminosae, as quais são encontradas 

principalmente nas áreas tropicais do planeta, compreendendo aproximadamente 300 

espécies. Muitas destas plantas são usadas como remédio na medicina popular em várias 

regiões do mundo, incluindo a África, Ásia e América Central e do Sul (ACHENBACH et al., 

1988). Os estudos fitoquímicos e farmacológicos realizados com estas plantas indicam que 

as mesmas são constituídas principalmente de glicosídios esteroídicos, triterpenos, lactonas 

e flavonóides (BREVIGLIERI,1997; CECHINEL, 2000). Tais plantas, pertencentes a este 

gênero são conhecidas como “Pata-de-vaca” ou “Unha-de-boi”. As folhas, caules e raízes 

das espécies de Bauhinia, especialmente B. manca, B. rufescens, B. forficata, B. cheitantha 

e B. splendens, são amplamente utilizadas em nosso e também em outros países sob a 

forma de chás e outras preparações fitoterápicas para o tratamento de várias enfermidades, 
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principalmente infecções, processos dolorosos e diabetes (ACHENBACH et al. 1988; 

TESKE et al., 1995; GUPTA, 1995). 

Uma espécie de planta bastante utilizada no tratamento do diabetes é a Momordica 

charantia vulgarmente conhecida como melão-de-São-Caetano. Vários relatos têm sido 

feitos a respeito da atividade hipoglicemiante de seus frutos e sementes. Em 1993, extratos 

aquosos desta planta foram testados em camundongos diabéticos e nestes foi observada 

uma redução dos níveis de glucose sanguínea. Foi verificado também um atraso no 

aparecimento da catarata, uma complicação característica do diabetes (SIRIVASTAVA et 

al., 1993). 

 Eucalyptus globulus também é uma planta tradicionalmente utilizada no tratamento 

do diabetes na América do Sul e da África. O seu consumo é feito através do chá de suas 

folhas, parte medicinal da planta. Gray & Flatt (1998), verificaram que a incorporação do 

eucalipto na dieta reduziu a hiperglicemia em camundongos diabéticos e seu extrato aquoso 

aumentou o transporte de glicose e o seu metabolismo. 

 Segundo Gray & Flatt (1998), estudos mostraram que a administração crônica de 

Agrimony eupatoria reduziu a polidpsia e a hiperglicemia em camundongos diabéticos 

(induzidos por estreptozotocina). In vitro, seu extrato aquoso aumentou o transporte de 

glicose, sua oxidação e a síntese de glicogênio. 

 A Trigonella foenumgraecum (fenogrego) é uma outra planta cujo potencial 

antidiabético, também é bastante conhecido. Estudos realizados por Ribes et al. (1986), 

mostraram que a administração crônica contendo testa e endosperma foi capaz de reduzir a 

hiperglicemia e a glicosúria em cachorros diabéticos (induzidos por aloxano). Da mesma 

forma, Caesalpinia bonducella mostrou-se eficaz na redução dos níveis de glicose 

sanguínea e também reduziu o nivel de colesterol em ratos diabéticos induzidos por aloxano 

(KANNUR et al., 2006). 

Muitos experimentos realizados mostram a redução do nível de glicose sanguíneo 

por fatores adversos, o que, muitas vezes, refletem também em reduções dos níveis de 

triglicérides e colesterol, no entanto, o foco de várias pesquisas realizadas atualmente é a 

busca por moléculas bioativas que desempenhem um papel tipo insulina, promovendo 

alterações a níveis plasmáticos dessa molécula, talvez mesmo, por promover alterações em 

seus receptores de modo que estes venham a capturá-la com mais eficiência. 

O extrato de canela, uma especiaria conhecida e comumente utilizada para diversos 

fins pela população mostrou possuir princípios ativos, polímeros da chalcona, que 

melhoraram a função dos receptores de insulina por promoverem um aumento do 

reconhecimento da molécula pelo mesmo, através do receptor insulinoquinase e inibição do 

receptor insulinifosfatase (BROADHURST et al., 2000).   
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Desde o descobrimento de insulina em vertebrados, plantas passaram a ser 

investigadas quanto à presença dessa molécula. Em 1923, Collip e colaboradores 

realizaram experimentos de atividade hpoglicemiante com diferentes extratos de plantas, 

tais como alface, cevada, cebola, trigo e feijão, atribuindo o nome de glucocinina a estes 

compostos hipoglicêmicos, devido o potencial de redução da glucose exercido por eles 

(COLLIP et al., 1923). 

Apesar de a presença de insulina em plantas já ter sido descrita em trabalhos 

científicos, a primeira seqüência de insulina vegetal foi obtida de sementes de uma 

leguminosa da espécie Canavalia ensiformes conhecida como feijão-de-porco. A molécula 

foi isolada por Oliveira et al.,(1999). Tendo em vista, o conhecimento de sua utilização em 

tratamento de doenças, tais como o diabetes, a espécie Bauhinia forticata (pata-de-vaca) foi 

utilizada por esse mesmo grupo na pesquisa de moléculas bioativas de potencial 

hipoglicemiante, tendo sido isolada de cloroplastos das folhas uma molécula identificada 

como insulina. Em 2003 este mesmo grupo utilizou folhas de Vigna unguiculata para o 

isolamento e posterior identificação da molécula insulina. Oliveira et al. (2003). Todas as 

proteínas isoladas foram seqüenciadas e as seqüências apresentaram-se homólogas à da 

insulina bovina.  

Algas marinhas, além de plantas, também têm sido utilizadas em pesquisas como 

fonte de buscas de moléculas com potencial hipoglicemiante. Evidências experimentais não 

recentes já revelavam a capacidade de moléculas de algas em reduzir níveis de glucose 

sanguíneos. Um exemplo é a alga Chlorella, uma alga unicelular bastante utilizada como 

alimento no Japão e Taiwan. Estudos mostraram que a administração aguda desta alga em 

ratos, cujo estado diabético foi induzido por aloxano, reduziu de maneira significativa os 

níveis de glucose sanguíneos nos animais (RODRIGUEZ-LOPEZ, 1964; RODRIGUEZ-

LOPEZ e LOPEZ-QUIJADA, 1971). 

Antígenos tipo-insulina foram detectados por ELISA e Western blotting na alga 

marinha vermelha Gracilariopsis sp. O antígeno encontrado reagiu positivamente contra 

anticorpos anti-insulina humana e apresentou o mesmo peso molecular da insulina bovina 

(SILVA et al., 2002). 

Estudos realizados por Cherng e Shih (2005), mostraram que a referida alga citada 

anteriormente, Chlorella, produziu um efeito hipoglicêmico transitório (90 min) em 

camundongos normais após administração aguda. No entanto, o nível basal de glucose não 

foi alterado para camundongos tratados com streptozotocina, nem o nível plasmático de 

insulina em camundongos normais. De acordo com os resultados obtidos, os autores 

sugeriram que a aplicação de Chlorella aumentava a sensibilidade da insulina em 

camundongos tratados com streptozotocina, tendo em vista que foi observado, ainda, que a 

administração da alga aumentou o efeito hipoglicêmico da insulina exógena quando injetada 



47 

 

em camundongos diabéticos, prolongando este efeito por mais de 60 min após sua 

aplicação.  

Em 2006, o mesmo grupo sugeriu, ainda, que o efeito hipoglicêmico da alga Chlorella 

é devido a aquisição de glucose no fígado e no músculo sóleo, já que o tratamento com a 

mesma aumentou a aquisição de 2-deoxiglucose no fígado e no músculo sóleo em 

camundongos normais e tratados com streptozotocina. Além disso, fazendo referência aos 

resultados obtidos no trabalho anterior, os autores sugeriram que a melhora da sensibilidade 

a insulina após o tratamento com a alga pode ser resultado, também, dos baixos níveis de 

ácidos graxos não-esterificados, tendo em vista que a sensibilidade a esse hormônio é 

normalmente diminuída por elevados níveis desses ácidos no diabetes, e que, de acordo 

com os resultados os níveis de ácidos graxos não-esterificados mostraram-se mais baixos 

em animais tratados com a alga que em animais pertencentes ao grupo controle (CHERNG 

E SHIH, 2006). 

Ensaios de atividade hipoglicemiante foram realizados com a fração protéica (20/60) 

da alga marinha vermelha Digenea simplex. Os resultados mostraram que o tratamento 

realizado foi capaz de reduzir significativamente os níveis de glucose sanguíneos em ratos 

com o estado diabético induzido por aloxano, no entanto, nenhuma alteração significativa foi 

observada quanto aos níveis de colesterol, triglicérides e transaminases (TGO e TGP) nos 

animais testados, antes e depois do tratamento (ANDRADE, 2006). 
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2 – MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 - Ensaio de Atividade Hipoglicemiante 

2.1.1 - Drogas e Reagentes 

 aloxano®  da marca Sigma, USA;  

 Glibenclamida 5 mg produzida pelo laboratório Germed, em São Bernardo do Campo, 

São Paulo;   

 Os kits para as dosagens bioquímicas de glicemia foram obtidos do laboratório 

LABTEST®;  

2.1.2 - Animais 

Em média 100 animais foram necessários para a realização do experimento 

completo. Foram utilizados ratos machos, com peso variando entre 200 gramas e 250 

gramas, albinos, da linhagem Wistar, adultos, saudáveis, procedentes do biotério da 

Faculdade de Medicina de Juazeiro do norte. Os ratos ficaram em repouso no laboratório de 

biofisiologia, confinados em gaiolas-padrão de polipropileno (40cm  30cm  15cm) forradas 

com maravalhas e fechadas por grade de aço inoxidável, com alternância automática, em 

períodos de 12 horas, de claro-escuro, recebendo água e ração apropriada à vontade.  

Os animais foram divididos em grupos de dez animais cada, para serem submetidos 

ao tratamento, via oral, com as frações protéicas. Os grupos testes foram: controle 1 (água 

destilada),  controle 2 (glibenclamida 10mg/kg), fração (0/70) de A. multifida (2, 5, 10 e 20 

mg/kg). 

Os animais foram manipulados de acordo com o National Institutes of Health, USA 

(1986) “Guide for Care and Use of Laboratory Animals” e o trabalho foi submetido ao Comitê 

de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Juazeiro do norte. 

2.1.3 - Indução do diabetes 

Para a avaliação da atividade hipoglicemiante o diabetes foi induzido através da 

administração de uma injeção de Aloxano 50mg/kg na veia peniana do animal. Esta solução 

foi preparada imediatamente antes do uso. O animal foi submetido à anestesia com éter 

para posterior injeção da droga diabetogênica. 

Os animais permaneceram 48 horas em repouso para coleta por capilar de 1 ml de 

sangue do  plexo retro-orbital do animal  após anestesia com éter, para confirmar se o 

diabetes foi induzido com sucesso. Animais cuja glicemia não foi superior a 200mg/kg foram 

descartados. 

 



49 

 

2.1.4 - Administração da droga 

Os ratos foram divididos em seis grupos para a realização dos ensaios biológicos. Os 

grupos 1 e 2 foram os controles aos quais foram administrados água destilada (0,8 ml) e 

glibenclamida (10mg/kg), respectivamente. E os grupos 3, 4, 5 e 6 cujos animais foram 

tratados com a F (0/70) de A. multifida nas doses de 2, 5, 10 e 20mg/kg, respectivamente. 

Os animais foram tratados por cinco dias após pesagem dos animais, 1 ml de 

sangue do  plexo retro-orbital foi coletado novamente dos animais após anestesia com éter 

para a avaliação dos níveis de glicose que foram analisados através de Kits bioquímicos - 

LABTEST®.  

Ao final dos ensaios os animais foram sacrificados para a retirada de órgãos como o 

fígado e o pâncreas com o objetivo de realizar estudos histopatológicos necessários. As 

carcaças foram armazenadas em refrigeradores até o momento da incineração 

(experimentos em desenvolvimento). 

 

2.1.5 - Análise e interpretação dos dados 

Nos procedimentos experimentais, os resultados dos testes realizados foram 

expressos como média + erro padrão da média (E.P.M.), empregando-se análise de variável 

ANOVA e o Teste Student-Newman-Keuls como Teste pos hoc. Os dados foram 

considerados significativos quando a possibilidade de ocorrência da hipótese nula foi igual 

ou inferior a 5% (p < 0,05). 
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3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 - Ensaio de Atividade Hipoglicemiante 

Os ensaios de atividade hipoglicemiante realizados mostraram que a fração 0/70 da 

lectina de Amasia multifida nas doses de 2mg/kg (334,4±19,3 início e 291,1±16,4 final); 

5mg/kg (457,1±20,68 início e 260,6±17,66); 10mg/kg (386,3±28,3 início e 254,9±22 final) e 

20mg/kg (457,8±8,6 início e 182,7±21,6 final) promoveu alterações significativas em animais 

com quadro de diabetes induzido por aloxano quando comparadas aos animais do grupo 

controle (434±33,7 início e 393,8±44 final)(FIGURA 15). 

Desse modo, verificou-se que a fração protéica de A.multifida reduziu em 9%, 43%, 

28% e 60% a glicemia dos animais nas doses de 2, 5, 10 e 20mg/kg respectivamente, não 

tendo se mostrado dose-dependente. A dose de 2mg/kg não apresentou redução 

significativa quando comparada ao grupo controle, não sendo mostrada, portanto, na figura 

(FIGURA 16). 

O percentual de morte em relação aos diferentes grupos foi determinado por 

diferença entre o número de animais no início do experimento e a quantidade restante no 

final para as diferentes doses testadas, sendo posteriormente comparadas aos respectivos 

grupos controles. No grupo controle tido como referência para os animais tratados com 

doses do extrato total a percentagem de morte foi de 40%. Os grupos tratados com a 

F(0/70) da alga marinha em estudo apresentaram índices de morte de 10, 35, 35 e 20% 

para as doses de 2, 5, 10 e 20 mg/kg, respectivamente, mostrando portanto, que o índice de 

mortalidade dos animais tratados com a fração protéica de A.multifida foi inferior ao dos 

animais do grupo controle (TABELA 3). No entanto, a dose de 2mg/kg da fração apesar de 

não ter reduzido significativamente o nível de glucose sanguínea, parece ter tido um efeito 

protetor da mortalidade dos animais, uma vez que esta dose apresentou um índice de 

mortalidade menor que o controle e que todas as demais doses testadas. 

 O aloxano causa o diabetes em ratos por causar danos às células produtoras de 

insulina, as células ȕ-pancreáticas. Apesar disso, estudos mostraram que o estado diabético 

promovido por esta droga pode ser reversível após determinado período de tempo. DE 

Haro-Hernández e colaboradores (2004), relataram a reversibilidade do estado diabético em 

ratos, após 12 dias de aplicação do mesmo. Isso foi constatado pela redução dos níveis de 

glucose e pela reação positiva contra anticorpos anti-insulina nos tecidos pancreáticos. No 

entanto, o potencial da fração protéica da alga em estudo não pode ser contestado quanto a 

esse aspecto, uma vez que os experimentos foram realizados nos primeiros cinco dias após 

injeção da droga, período em que o estado diabético ainda estava bem estabelecido. 
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 Estudos realizados com a fração protéica da alga marinha vermelha Digenea 

simplex, demonstraram seu potencial hipoglicemiante frente a ratos diabéticos cujo estado 

foi induzido por aloxano. A fração foi testada nas doses de 5 e 10mg/Kg, reduzindo cerca de 

30 e 37 %, respectivamente, o teor de glucose sanguíneo nos animais (ANDRADE, 2006). A 

fração protéica de Amansia multifida apresentou um melhor potencial hipoglicemiante, para 

a dose de 5mg/kg, reduzindo em 43% o nível de glucose. Estudos com a lectina purificada 

estão em desenvolvimento para verificar se essa atividade é proveniente dessa proteína.  
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FIGURA 15 - Efeito da F (0/70) da alga marinha Amansia multifida (AM) sobre a glicemia 

dos ratos diabéticos. A figura representa o controle (água destilada 10 ml/Kg v.o.) e os 

grupos testes com a fração de A.multifida (5,10 e 20 mg/kg v.o.), os quais foram tratados 

durante 5 dias e apresentaram valores reducionais significativos. Os valores representam 

médias  EPM de 10 animais por grupo. *P<0,05 comparados ao controle (Student-

Newman-Kels-Method).  
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FIGURA 16 - Percentagem de redução dos níveis glicêmicos nos ratos tratados com a 

fração 0/70 de A.multifida (5, 10 e 20 mg/kg v.o.), os quais foram tratados durante 5 dias; a 

fração protéica reduziu em 43%, 28% e 60% respectivamente, a glicemia dos animais.  
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TABELA 2: Efeito da fração protéica F(0/70) da alga marinha vermelha Amansia  multifida 

na mortalidade dos ratos diabéticos induzido por aloxano 

 

 
Os valores representam médias  EPM de 10 animais por grupo. O sangue foi coletado pelo plexo retro-

orbital depois de 48h da administração de aloxano (50mg/Kg, i.v.) e 1 h depois da última administração da 

água destilada (controle) ou das frações. Os animais foram tratados por via oral. ***P< 0,001; **P<0,01; 

*P<0,05 comparados ao mesmo grupo, 48h após a injeção de aloxano (Student-Newman-Kels-Method). 
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(água destilada) 

 
20 

 
12 

 
40% 

F (0/70) A. multifida 
(2 mg/Kg) 

 
10 

 
9 

 
10% 

F (0/70) A. multifida 
(5 mg/Kg) 

 
20 

 
13 

 
35% 

F (0/70) A. multifida 
(10 mg/Kg) 

 
20 

 
13 

 
35% 

F (0/70) A. multifida 
(20 mg/Kg) 

 
20 

 
16 

 
20% 
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4 - CONCLUSÕES GERAIS 

 

 A purificação da lectina da alga marinha vermelha Amansia multifida foi obtida por 

cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE-Sepahacel, cujo prerfil eletroforético 

constatou a pureza da lectina pela presença de uma única banda protéica de peso 

molecular aparente de 30 KDa.  

 O resultado da eletroforese bidimensional mostrou a presença de cinco “spots” de 

peso molecular aparente de 30 KDa, assim como observado por eletroforese 

unidimensional, que diferiram apenas quanto ao ponto isoelétrico (pI), sendo estes 

considerados bastante próximos e de caráter ácido (5,66; 5,87; 6,05; 6,33 e 6,63). Tendo 

sido revelados, ainda, três “spots” de peso molecular aparente de 17,6 KDa e pontos 

isoelétricos de 5,66; 5,87 e 6,32, que coincidem com os pI(s) de três das cinco isoformas 

observadas, podendo-se sugerir, portanto, que esses “spots” correspondem a possíveis 

subunidades dessas isoformas. No entanto, uma análise por Espectrometria de Massa seria 

adequada para comprovar tais resultados. 

 A seqüência N-terminal de 20 aminoácidos não apresentou similaridade com nenhuma 

outra seqüência de lectina depositada em bancos de dados, sugerindo-se que ela não pertença 

a nenhuma classe de lectinas de algas já conhecidas. 

 Os estudos de caracterização estrutural realizados por técnicas de CD mostraram que a 

estrutura secundária da lectina é composta por 4% de alfa-hélice, 43% de folha beta, 21% de 

voltas e 32% de estrutura não ordenada, segundo o programa de desconvolução Contin, tendo 

50% de estrutura desnaturada quando submetida à temperatura de 40,2 ºC e não sendo capaz 

de voltar a sua forma estrutural nativa após submetida ao tratamento térmico. 

 Extremos de pH não promoveram alterações conformacionais na estrutura da lectina, 

tanto para espectros analisados por CD quanto por fluorescência. A presença de resíduos de 

triptofano e tirosina foram revelados por análise de emissão de fluorescência, cujo pico máximo 

foi em 336 nm, aproximadamente. 

 A fração protéica F(0/70) da alga marinha vermelha apresentou potencial 

hipoglicemiante, já que reduziu significativamente o nível de glucose sanguíneo no modelo de 

diabetes induzido por aloxano em ratos. 
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