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RESUMO 

PAPEL DA LECTINA DE FOLHAS DE Ipomoea asarifolia R. et SCHULT. NA  
TOXICIDADE A ANIMAIS E SEU ENVOLVIMENTO NO MECANISMO DE 
DEFESA DA PLANTA. Doutoranda: Hévila Oliveira Salles. Orientador: Prof. Dr. 
José Tadeu Abreu de Oliveira. Universidade Federal do Ceará. Programa de Pós-
Graduação em Bioquímica. 2008. 

Ipomoea asarifolia R. et Schult (salsa) é uma planta tóxica da família 
Convolvulaceae, arbustiva, de crescimento rápido, amplamente distribuída no Brasil. 
O presente estudo foi conduzido de forma a se obter uma fração protéica rica em 
lectina (FPRL) a ser utilizada em ensaios biológicos. Várias estratégias foram 
testadas. No melhor protocolo, as folhas de Ipomoea asarifolia foram coletadas, 
lavadas, secadas, mecanicamente injuriadas (6 mm de diâmetro) e mantidas em 
câmara a 25 °C (±3 °C), no escuro, sob atmosfera úmida, por 72 h. As proteínas das 
folhas foram extraídas em 25 mM Tris-HC1 (1:3, m/v), pH 7,5, contendo 3% de PVPP 
e 5 mM de ácido ascórbico, sob agitação, por 2 h a 4 °C. O sobrenadante foi filtrado 
em pano de nylon e centrifugado a 10000 g, por 30 min, a 4 °C. O extrato foi 
fracionado com sulfato de amônio na faixa de 0-30%, diálisado, submetido à 
cromatografia em coluna de DEAE-celulose e, após nova diálise, à cromatografia em 
coluna de Phenyl Sepharose 6-Fast Flow. A fração obtida foi denominada de FPRL. 
Os achados mostraram a existência de duas proteínas com atividade hemaglutinante 
nas folhas de I. asarifolia. Uma proteína de 44 kDa, que apresentou 65% de 
identidade da região N-terminal (AVNLPAGHLSPGGVGNYVVTVGLCTP) com 
uma proteína de ligação ao DNA de nucleóide de cloroplasto de Nicotiana tabacum, e 
uma outra proteína de 20,1 kDa, que apresentou 72% de identidade da região N-
terminal (AGYTPVLDIGAEVLAAGEPY) com a esporamina, uma proteína de 
tubérculo de I. batatas. Foi sugerido que a primeira proteína seja expressa 
constitutivamente e que a segunda seja induzida após injúria. Com  base na reatividade 
imunológica, foi observado que a proteína de 44 kDa também apresenta similaridade 
com a esporamina. Os efeitos observados nos ensaios de toxicidade aguda após 
injeção intra-orbital em camundongos, de perfusão renal em ratos e de junção 
neuromuscular autonômica em camundongos foram atribuídos à lectina de 44 kDa 
que se apresentou em maior concentração na FPRL usada nos ensaios. As lectinas 
contidas na FPRL perderam sua atividade hemaglutinante após aquecimento a 90 °C, 
por 10 min, e após diálise contra 5 mM de EDTA e EGTA. Marcação das lectinas 
com FITC permitiu observar sua ligação à zona pelúcida de ovátrito de caprino 
sugerindo que as mesmas possam ser usadas como marcador de sua integridade. A 
FPRL não apresentou contaminação por metabólitos secundários. Os achados obtidos 
indicam a forte participação da lectina no mecanismo de defesa e de toxicidade da I. 
asarifolia. 

Palavras-chave: Plantas tóxicas; Ipomoea asarifolia; Lectina; Mecanismo de Defesa 
de Plantas; Ácido Jasmônico; Injúria mecânica. 



ABSTRACT 

INVOLVEMENT OF Ipomoea asarifolia R. et SCHULT. LEAVES LECTIN IN 
ANIMAL TOXICITY AND IN PLANT DEFENSE MECHANISM. Doctor of 
Sciences: Hévila Oliveira Salles. Professor: Dr. José Tadeu Abreu de Oliveira. 
Federal University of Ceará. Post-Graduation Program in Biochimestry. 2008. 

Ipomoea asarifolia R. et Schult (common name: salsa) is a tropical plant of the 
Convolvulaceae family, is a shrubby, quickly growing toxic plant, widely distributed 
throughout Brazil. The present study was carried out towards the preparation of a 
lectin-enriched fraction (LEF) which could be used in biologic assays. To obtain LEF 
devoid of contaminants various purification strategies were tested. As a result of these 
approaches the excised leaves of Ipomoea asarifolia from plants growing in the field 
were washed with distilled water, mechanically wounded (6 mm - cuttings) and 
maintained in a chamber at 25±3 °C, in the dark, under near 100% relative humidity., 
for 72h. The leaf proteins were extracted (1:3, m/v) in 25 mM Tris-HC1, pH 7.5, 
containing 3% PVPP and 5 mM ascorbic acid, under mechanical stirring, for 2h, at 4 
°C. The suspension was filtered through a nylon cloth and centrifuged at 10,000 g, for 
30 min, at 4 °C. The crude extract obtained was precipitated to 30% ammonium 
sulfate, dialyzed, submitted to DEAE-cellulose chromatography, and after new 
dialysis, loaded on a Phenyl Sepharose 6-Fast Flow column. The fraction obtained 
was called lectin-enriched fraction (LEF). From this chromatographic step two 
proteins with hemaglutinating activity were identified in I. asarifolia leaves. A 44 
kDa 	protein 	that 	has 	65% 	amino-terminal 	identity 
(AVNLPAGHLSPGGVGNYVVTVGLCTP) with a DNA binding protein from 
chloroplast nucleoids of Nicotiana tabacum and a 20,1 kDa protein that has 72% 
amino-terminal identity (AGYTPVLDIGAEVLAAGEPY) with sporamin, a tuber 
protein of /. batatas. The 44 kDa protein seems to be constitutively expressed whereas 
the second one was apparently induced by leaf wounding. With respect to their 
immunological reactivity, it was found that the 44 kDa protein was also recognized by 
the antibody raised against sporamin. Nevertheless, the toxic effects of LEF observed 
after injection in the mouse intra orbital region, rat kidney perfusion and mouse vas 
deferens stimulation were attributed to the 44 kDa lectin, which was in much higher 
concentration in this fraction. The toxic lectin-containing LEF lost its 
haemagglutination activity after heating at 90 °C for 10 min and also after dialysis 
against 5 mM EDTA or EGTA. The LEF didn't present secondary metabolites. In 
addition, fluorescent studies showed that the lectin binds to the goat oocyte zona 
pellucida suggesting that it could be used as an integrity maker of this cell. Altogether 
the results of the present study strongly suggest that the lectin is involved in the 
defense mechanism and in the toxic effects of I. asarifolia. 

Keywords: Toxic plant, Ipomoea asarifolia, Lectin, Plant defense mechanism, 
Jasmonic acid, Mechanical injure. 
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A biotecnologia peiiueia inúmeros segmentos industriais utilizando técnicas 

inovadoras e promovendo revoluções no tratamento de doenças, no uso de novos 

medicamentos para aplicação humana e animal, na multiplicação e reprodução de 

espécies vegetais e animais, no desenvolvimento e melhoria de alimentos, na 

utilização sustentável da biodiversidade, na recuperação e tratamento de resíduos, 

dentre outras áreas com potencial crescente de aplicação. 

A utilização de agentes de controle biológico e semioquímicos se insere no 

agronegócio através do controle natural de pragas e doenças de plantas, em 

substituição ou complementação aos pesticidas químicos no manejo integrado de 

pragas. Seu uso melhora e aumenta a qualidade do produto agrícola e reduz a poluição 

do meio ambiente, contribuindo para a preservação dos recursos naturais e 

aumentando a sustentabilidade dos agroecossistemas. 

Diversas plantas são detentoras de caracteristicas peculiares que as 

diferenciam das demais por serem mais resistentes às adversidades provocadas por 

agentes físicos e/ou biológicos, dentre essas destacam-se as plantas invasoras e 

tóxicas. Desvendar a natureza química dessa resistência pode proporcionar a 

descoberta de novas moléculas com potencial biotecnológico, seja para uso na própria 

planta em estudo, ou em outras plantas de interesse comercial ou, ainda, para outras 

áreas do conhecimento. 

Várias moléculas de natureza tóxica vêm sendo testadas como bioferramentas. 

Como exemplo, podemos citar a toxina do Bacillus thuringiensis, a canatoxina de 

Canavalia ensiformis, a ricina de Ricinus communis, dentre outras (CARLINI e 

GROSSI-DE-SA, 2002). Essa última, destacando-se por ser uma lectina vegetal. 

As lectinas são providas de uma série de propriedades que as tomam 

ferramentas biotecnológicas amplamente usadas nos mais diversos campos, desde a 

biologia molecular, bioquímica, histoquímica até na clínica médica e agropecuária. 

A Ipomoea asarifolia é uma planta perene, invasora de culturas, amplamente 

distribuída no Brasil e tóxica para animais. Essa atividade tóxica foi sugerida ser 

devido a uma lectina. Poder avançar no conhecimento e entender o papel fisiológico 

dessa proteína na planta, bem como reconhecer sua potencialidade como ferramenta 

auxiliar no estudo de vários sistemas biológicos abre um leque de possibilidades de 

uso dessa molécula com caracteristicas tão peculiares. 
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O efeito tóxico da Ipomoea asarifolia está associado a uma ou mais proteínas com 

atividade hemaglutinante presentes em suas folhas. 



3 -FUNDAMENTAÇÃO 

TEÓRICA 
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3.1 — A biodiversidade como fonte de moléculas bioativas 

A produção de alimentos coro a mínima degradação dos recursos naturais é, 

hoje, uma demanda crescente, com destaque para os produtos portadores de selos que 

garantem a correta ou a não utilização de agrotóxicos no processo produtivo. 

As moléculas de origem natural são consideradas importantes fontes de novos 

princípios ativos para o controle de pragas agricolas. O conhecimento de tais 

substâncias e de sua biossíntese pode possibilitar o desenvolvimento de cultivares 

resistentes a pragas e patógenos, contribuindo para a diminuição do uso de 

agrotóxicos. 

A produção nacional de grãos em 2007 gerou 133,0 milhões de toneladas, 

sendo 13,7% maior que a obtida em 2006, que foi de 117,0 milhões de toneladas. A 

produção de grãos prevista para 2008 é 2,1% maior que a do ano de 2007, ou seja, de 

135,7 milhões de toneladas (IBGE, 2008). Embora tenhamos os subsídios e a mão de 

obra qualificada como entraves para obter e manter essa produção em alta, são os 

gastos com insumos que mais têm reduzido os lucros no agronegócio brasileiro. 

O consumo anual de agrotóxicos no Brasil tem sido superior a 300 mil 

toneladas de produtos comerciais. Expresso em quantidade de ingrediente-ativo (i.a.), 

são consumidas anualmente no país cerca de 130 mil toneladas de agrotóxicos, 

representando aumento de 700% no consumo nos últimos 40 anos, enquanto a área 

agricola aumentou 78% nesse periodo (SPADOTTO et al., 2004). Além dos perigos 

aos seres humanos quanto aos aspectos ocupacionais, alimentares e de saúde pública, 

sabe-se que a introdução de agrotóxicos no ambiente pode provocar efeitos 

indesejáveis, tendo como conseqüência mudanças no funcionamento do ecossistema 

afetado. 

E se não bastasse, as plantações ainda estão vulneráveis à invasão de ervas 

daninhas, as quais competem pelos nutrientes acrescidos ao solo. Essas, por serem 

mais resistentes aos desafios do campo, se sobressaem frente ao ataque de invasores, 

dominando as áreas cultivadas caso não sejam controladas. Para evitar e/ou controlar 

essa invasão, é alta a quantidade usada de herbicida nas plantações, cujos resíduos 

permanecem nas plantas após serem colhidas, podendo comprometer a saúde de quem 

as consomem. 

O conceito de agricultura sustentável implica na redução da dependência de 

produtos químicos e outros insumos energéticos e o maior uso de processos 

biológicos nos sistemas agrícolas. 
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É sabido que a biodiversidade do Brasil abriga hoje entre 15% e 20% das 

espécies vegetais, animais e microrganismos do mundo (MMA, 2007). Mas apesar do 

crescente interesse internacional pela megabiodiversidade brasileira, sabe-se que ela, 

por si só, não é garantia de crescimento econômico, tampouco de desenvolvimento 

sustentável. 

A demanda por tecnologias limpas reforça a necessidade de se intensificar 

esforços na busca de alternativas como a descoberta de novas moléculas bioativas a 

partir da nossa biodiversidade, mostrado as plantas invasoras e tóxicas excelentes 

fontes dessas biomoléculas. Nesse contexto, tem-se procurado desenvolver sistemas 

de cultivo mais sustentáveis e menos dependentes do uso de agrotóxicos. 

3.2 - Plantas invasoras 

Uma planta é considerada invasora quando ocorre em local e momento 

indesejado (LORENZI, 1982), interferindo negativamente no cultivo. Em geral, é 

também conceituada como sinônimo de planta daninha, erva daninha, planta 

espontânea, silvestre, infestante, inço, planta ruderal, mato etc. 

O Prof. Dr. Paulo Nogueira de Camargo, no prefácio do livro de Lorenzi 

(1982), define mato como uma vegetação natural, caracteristica dos ecossistemas 

perturbados, ou seja, daqueles em que o equilíbrio biológico é constantemente 

rompido. Em adição, destaca que as espécies vegetais que compõem o mato são 

altamente agressivas, suportam largas amplitudes climáticas e amplas variações de 

solos e de disponibilidade de água. Por isso, são infestantes e altamente competitivas 

com as plantas cultivadas. Suas espécies podem viver e proliferar em vários países, 

tornando-se cosmopolitas. Ressalta, ainda, que as piores espécies de mato são 

cosmopolitas. 

Segundo Lorenzi (1982), as perdas devido à competição entre plantas 

invasoras e culturas agrícolas, em todo o mundo, se situa em torno de 30-40%. 

Igualmente, sua presença onera, sobremaneira, a condução das culturas, a colheita e 

até a qualidade das sementes. 

As plantas daninhas podem ainda, indiretamente, comprometer certas culturas 

agricolas por hospedarem pragas e doenças. Bem como, sendo naturalmente 

selecionadas para as condições adversas, se tornarem muito mais aptas que as plantas 

cultivadas em adquirir seus elementos vitais. Como exemplo, sua habilidade na 
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extração de água, nitrogênio, fósforo e potássio do solo é, respectivamente, 4, 5, 3 e 6 

vezes maior que as plantas cultivadas (LORENZI, 1982). 

Outras caracteristicas que permitem a sobrevivência das espécies de plantas 

daninhas, sob as mais diferentes adversidades são: 

- Grande produção de sementes; 

- Eficiente mecanismo de dispersão de sementes; 

- Grande longevidade de suas sementes, com doiinência que pode variar de 

algumas semanas a algumas centenas de anos. 

Encontra-se, também, a presença de plantas daninhas, que têm diminuído a 

capacidade de lotação das pastagens e, conseqüentemente, a produtividade de came, 

leite e lã. E como se não fosse suficiente, muitas das plantas daninhas são também 

tóxicas para animais. 

Denominam-se plantas tóxicas todo o vegetal que, introduzido no organismo 

do homem ou de animais domésticos, em condições naturais, é capaz de causar danos 

que se refletem na saúde e vitalidade desses seres, ocasionando um desequilíbrio que 

se traduz como sintomas de intoxicação (HARAGUCHI, 2003). 

3.3 - Plantas tóxicas para animais 

No Nordeste, a oferta de alimento no campo flutua ao longo do ano em 

resposta à disponibilidade de água e nutrientes no solo. Assim, diante do pastoreio 

extensivo nas áreas de vegetação nativa predominar como tipo de exploração dos 

pequenos ruminantes na Região, nas épocas de escassez de chuva e, em conseqüência, 

da indisponibilidade de alimentos no pasto, algumas espécies vegetais passam a ser 

incluídas na dieta de uma forma mais expressiva, pois ainda verdes e em boas 

condições, apresentam-se como pastagens aproveitáveis. Dentre essas espécies, várias 

são plantas tóxicas que são evitadas, instintivamente, quando não há escassez de 

alimentos, mas ao serem ingeridas produzem uma série de efeitos nos diversos 

tecidos, órgãos ou sistemas, interferindo na produção dos rebanhos e ocasionando, 

fatalmente, envenenamentos, favorecidos pelo estado de debilidade física e orgânica 

dos animais nos periodos de estiagem. 

Planta tóxica, sob o ponto de vista pecuário, é somente aquela que, quando 

ingerida pelo animal em condições naturais, causa danos à sua saúde ou mesmo a 

morte (TORKANIA et al., 1979). 
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Tendo em vista a ocorrência disseminada de plantas tóxicas, torna-se difícil 

definir o impacto econômico causado e quase impossível estabelecer as perdas 

monetárias, diretas e indiretas, provocadas por elas (MELO e OLIVEIRA, 2000). No 

Brasil, devido á carência de dados sobre as causas de mortalidade freqüente de 

animais em diversos Estados, é dificil estimar as perdas por morte ocasionadas pelas 

plantas tóxicas. Segundo Riet-Correa e Medeiros (2001), em Santa Catarina e no Rio 

Grande do Sul, a mortalidade anual de bovinos é de 5%, e dessa mortalidade anual de 

bovinos 10-14% são causadas pela ingestão de plantas tóxicas. Considerando um 

rebanho hipotético de 160 milhões de cabeças, pode-se projetar perdas de 800.000 a 

1.120.000 bovinos, representado prejuízos da ordem de US$ 160.000.000 a 

224.000.000, com preço médio de US$ 200/cabeça. Relativo a ovinos, no Rio Grande 

do Sul, a mortalidade anual é de 15-20% e a mortalidade causada por plantas tóxicas 

representa 7,2%. Assim, para um rebanho hipotético de 5.000.000 cabeças, estima-se 

em 54.000 a 72.000 mortes, acarretando prejuízo de US$ 1.080.000 a 1.440.000, com 

preço médio de US$ 20/cabeça. 

Na pecuária, há dois tipos principais de perdas advindas da intoxicação de 

animais por plantas: 

1. Perdas diretas. São aquelas causadas pela morte de animais, diminuição dos 

índices reprodutivos (abortos, infertilidade, malformações), redução da produtividade 

nos animais sobreviventes e outras alterações devidas a doenças transitórias, 

enfeiiiiidades subclínicas com diminuição da produção de leite, carne ou lã e aumento 

da susceptibilidade a outras doenças devido à depressão imunológica. 

2. Perdas indiretas. Representadas pelos custos do controle de plantas tóxicas 

nas pastagens, as medidas de manejo para evitar as intoxicações como a utilização de 

cercas e o pastoreio alternativo, a redução do valor da forragem devido ao atraso na 

sua utilização, a redução do valor da terra, a compra de gado para substituir os 

animais mortos e os gastos associados ao diagnóstico das intoxicações e ao tratamento 

dos animais afetados. 

A intoxicação de animais domésticos por plantas tem sua ocorrência explicada 

por diversos fatores, dentre os quais: 

1. Palatabilidade. As intoxicações ocorrem tanto por plantas não palatáveis 

como palatáveis. Dentre essas estão incluídas, principalmente, as forrageiras, como os 

sorgos, que podem causar intoxicação por ácido cianídrico e as leguminosas. Outras 

plantas pouco palatáveis são ingeridas somente em condições especiais. 
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2. Fome. Este fator é importante uma vez que os animais consomem as plantas 

tóxicas em conseqüência de carência de forragem ou por período de privação de 

alimento. Muitas vezes, quando as pastagens têm pouca disponibilidade de forragem, 

principalmente no inverno ou em épocas de estiagem, algumas plantas tóxicas 

permanecem verdes tais como Senecio spp. e Ipomoea sp. 

3. Sede. Quando os animais são transportados, eles bebem água devido à sede 

e, assim, perdem a palatabilidade e a capacidade de seleção. Conseqüentemente, 

ingerem plantas tóxicas pouco palatáveis ocasionando casos de intoxicação. 

4. Desconhecimento. Algumas plantas como Baccharis coridifolia (mio-mio) 

são ingeridas somente por animais que as desconhecem, por terem sido criados em 

lugares onde não existe a planta. 

5. Acesso às plantas tóxicas. Os animais se intoxicam por ingestão somente 

quando tem acesso a elas, após essas árvores serem cortadas ou derrubadas por 

ventos. 

6. Dose tóxica. 

7. Periodo de ingestão. 

8. Variação de toxicidade. Podem existir variações de toxicidade dentro de 

uma espécie vegetal, devido a diversos fatores: diferentes variedades, épocas do ano, 

fase de crescimento, tipo de solo, fertilizações. 

Dentre as várias espécies de plantas ingeridas pelos animais em pastoreio 

extensivo no Ceará, Santa Rosa (1989) identificou a Salsa (Ipomoea asarifolia), o Pau 

Mocó (Luetzelburgia auriculata), a Timbaúba (Enterolobium contortisilignuum) e o 

Canudo (Ipomoea fistulosa) como tóxicas para caprinos. Também são reportadas em 

caprinos intoxicações espontâneas no Rio Grande do Sul por Grandiúva (Trema 

micrantha) (TRAVERSO et al., 2003) e por Vassoura (Sida carpinifolia ) 

(COLODEL, 2005), em São Paulo por Erva de Rato (Palicourea marcgravii) (SOTO-

BLANCO et al., 2004), e intoxicação experimental por Nerium oleander (BARBOSA 

et al., 2007). 

3.4 - Ipomoea asarifolia 

Diversas espécies do gênero Ipomoea estão incluídas dentre as plantas 

daninhas que ocorrem com freqüência em áreas cultivadas (BLANCO 1978; GROTH 

1991; KISSMAN e GROTH 1992). A Ipomoea asarifolia (Desr.) Roem. et Schult. 
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(FIGURA 1), planta herbácea prostrada ou trepadeira, da família Convolvulaceae, 

popularmente conhecida como salsa, batata-salsa, batatarana, salsa-brava, é 

encontrada entre várias culturas e em margens de rios, lagoas e praias maritimas, em 

terrenos abandonados, nas margens de estradas e em lugares próximos de habitações, 

de preferência em solos arenosos (BLANCO 1978). Segundo Austin e Cavalcanti 

(1982), quanto à sua distribuição e habitat, essa Convolvulaceae é pantropical, 

ocorrendo no Brasil nas Regiões Norte e Nordeste (DÕBEREINER et al., 1960). 

Kiill e Ranga (2003), estudando os aspectos da fenologia, polinização 

reprodução da I. asarifolia, observaram que por essa espécie apresentar ampla 

distribuição, altas taxas de frutificação e de genninação, elevado número de sementes 

por fruto e forma de propagação vegetativa, pode ser considerada como "planta 

invasora ideal", segundo a terminologia descrita por Baker (1974). 

Sob condições naturais, ocorrem casos de intoxicação em bovinos, ovinos e 

caprinos (BARBOSA et al., 2005); experimentalmente tem sido provocada a 

intoxicação por essa planta nessas mesmas espécies (BARBOSA et al., 2005), em 

camundongos (SANTOS, 2001) e em búfalos (BARBOSA et al., 2005). A 

intoxicação natural é favorecida pela fome, que induz os animais à ingestão dessa 

planta, que se mantém verde durante o ano todo. A maioria dos casos de intoxicação 

ocorre em animais jovens que se intoxicam comendo as partes aéreas da planta. No 

entanto, para que os animais mostrem sinais de intoxicação, é necessário o consumo 

de salsa em grandes quantidades, quase como alimento exclusivo. Os bovinos, mesmo 

ingerindo a planta por apenas um dia, já mostram sintomas de intoxicação. Enquanto 

os ovinos e caprinos necessitam ingerir a salsa durante semanas para evidenciarem 

sintomas (DÕBEREINER et al., 1960; TOKARNIA et al., 2000). 

Os sintomas de intoxicação da salsa são de ordem nervosa, porém, diferentes 

nas três espécies citadas. Nos bovinos, foram observados tremores musculares, 

balanço da cabeça, desequilíbrio do trem posterior e queda do animal ao solo. 

Interrompida a ingestão da planta, os sintomas desaparecem em poucos dias, exceto 

quando as doses são bastante elevadas, ocorrendo a morte. Os ovinos mostram 

tremores musculares e perturbações na locomoção. Interrompida a ingestão da planta, 

os sintomas perduram ainda por vários dias e somente morrem os animais que 

continuam a ingerir a planta após mostrarem sintomas (DÕBEREINER et al., 1960; 

TOKARNIA et al., 2000). Em caprinos, os sinais clínicos são caracterizados por 
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depressão, sonolência, tremores dos músculos da cabeça e pescoço, tremores da 

cabeça, principalmente após exercício, incoordenação, hipeuuetria, permanência com 

os membros abertos ao serem colocados em estação, opistótono e nistagmo. Ao serem 

movimentados, os animais podem cair em posições atípicas e apresentar tremores 

generalizados. Em todas as espécies acometidas, os sinais são bem parecidos, 

variando apenas na intensidade. Os sinais clínicos são revertidos poucos dias depois 

de cessada a ingestão da planta (PINHEIRO e SANTA ROSA, 1996a; MEDEIROS et 

al., 2003b, BARBOSA et al., 2005). 

A I. asarifolia foi, primeiramente, classificada como uma planta que causava 

armazenamento lisossomal (MEDEIROS et al., 2000), ou seja, doença do 

armazenamento de oligosacarideos incompletamente processados nos lisossomas, 

como observada após intoxicação por I. carnea, I. sericophylla e I. riedelii 

(HARAGUCHI et al., 2003; BARBOSA et al., 2006). Experimentos realizados 

posteriormente demonstraram que, na verdade, ela é responsável pelo surgimento de 

uma síndrome tremorgênica (MEDEIROS et al., 2003b, BARBOSA et al., 2005). O 

mecanismo de ação proposto é que a I. asarifolia possa induzir perturbação na 

neurotransmissão, por interferir nos seus mecanismos bioquímicos (BARBOSA et al. 

2005). 

Pinheiro e Santa Rosa (1996a), após intoxicarem caprinos experimentalmente 

com (.asarifolia, na dose diária de 0,50% de matéria seca das folhas por kilo de peso 

vivo, observaram alterações degenerativas dos hepatócitos, distúrbios renais e 

sintomatologia nervosa progressiva e dependente da administração da planta. Pinheiro 

e Santa Rosa (1996b) avaliaram, também, parâmetros hematológicos, a bioquímica 

sérica e a urinálise após a intoxicação experimental por (.asarifolia, sugerindo, após 

análise dos dados obtidos, um quadro diabetogênico reversível nos animais que 

receberam salsa até cinco dias após o início do aparecimento dos sintomas. 

Embora a toxicidade da salsa para ruminantes seja conhecida desde a década 

de sessenta (DÕBEREINER et al., 1960) e tenha sido registrado que os efeitos 

adversos nos animais (bovinos, caprinos e ovinos), oriundos do seu consumo, 

decorram de alterações neurológicas (TOKARNIA et al., 2000), apenas recentemente 

é que foi sugerida a natureza do princípio tóxico. Santos (2001), utilizando 

camundongo como modelo animal, os intoxicou por via oral com uma fração protéica 

(F0_30%) da (.asarifolia, obtida por precipitação do extrato bruto com sulfato de 

amônio (0-30%). Esta fração induziu retardamento no crescimento e alterações 
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hepáticas e renais na lactante e nos lactentes, embora nesses últimos tenham sido de 

menor intensidade. Dessa fração (F0-30%),  foi purificada uma proteína, denominada 

Lectina Tóxica da Salsa (LTS), de natureza glicoprotéica, com afinidade para fetuína, 

avidina e ácido N-acetil-D-neuramínico (ácido siálico), em ordem decrescente. Santos 

(2001) relata também a baixa taxa de rendimento da lectina no protocolo de 

purificação, aproximadamente, 1 mg de proteína por 100 g de farinha de folha, o que 

representou algo em torno de 0,42% da proteína total extraída. Esse fato respalda a 

necessidade de se testar outras estratégias para purificação da lectina e avançar nos 

estudos bioquímicos e de toxicidade dessa molécula. 

3.5 - Compostos tóxicos presentes nos vegetais 

As toxinas vegetais são em sua maioria metabólitos secundários produzidos 

pelas plantas como proteção às pragas e às doenças, podendo por em risco a saúde 

humana e animal se presentes em grande quantidade. 

As substâncias podem agir no organismo como: (1) agentes tóxicos — que são 

capazes de produzir anormalidades fisiológicas e ou anatômicas em curto espaço de 

tempo, ou (2) agente antinutricional — nesse caso são substâncias que inibem ou 

bloqueiam importantes rotas do metabolismo, especialmente a digestão. Eles 

impedem a máxima utilização dos nutrientes, especialmente proteínas, vitaminas e 

minerais, agindo dessa forma como antienzimas, antivitaminas, ou seqüestradores de 

minerais, e como conseqüência reduzem o valor nutritivo do alimento. Essas 

ocorrências impactam negativamente o metabolismo nomial do ser vivo. E isso, com 

o decorrer do tempo, estabelece anormalidades fisiológicas e/ou anatômicas. Em 

adição, muitos fatores antinutricionais podem se comportar como agentes tóxicos 

quando presentes em altas concentrações na planta. 

Segundo Novak e Haslberger (2000) as classes mais freqüentes de toxinas e 

fatores antinutricionais de plantas são: 

- glicocídeos cianogênicos; 

- glicosinolatos; 

- glicoalcalóides; 

- gossipol; 

- oxalatos; 

- fenóis; 

- fitatos; 
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- saponinas; 

- taninos; 

- inibidores de proteases; e 

- lectinas. 

A gravidade do quadro de intoxicação depende de fatores, tais como: grau de 

toxicidade da substância; complexidade metabólica do organismo intoxicado; via de 

absorção; tempo de exposição; quantidade da substância tóxica ingerida e forma de 

excreção da substância tóxica. Dessa maneira, o risco real para a saúde é 

provavelmente muito pequeno, quando as substâncias tóxicas estão presentes em 

baixas concentrações na planta. 

3.6 - O mecanismo de defesa das plantas 

Interações entre patógenos e plantas têm, sem dúvida, causado grande impacto 

na produtividade agricola, desde que os seres humanos começaram a depender 

extensivamente do cultivo de plantas para alimento. 

No seu ecossistema natural, as plantas são resistentes ou mesmo imunes à 

grande maioria dos inúmeros patógenos existentes. Embora esses sejam portadores de 

atributos bioquímicos suficientes para degradar a matéria vegetal morta, são inócuos 

em seus efeitos sobre a planta ainda viva. As plantas são afetadas, na verdade, por um 

número muito pequeno de componentes da flora microbiana a elas associados. 

Geralmente, menos de uma centena de patógenos consegue afetar cada espécie de 

planta, incluindo-se nesse número os fungos, as bactérias, os virus, os viróides e os 

nematóides (MEDEIROS et al., 2003). 

Assim, pode-se afirmar que, se de um lado os microrganismos possuem 

mecanismos deletérios à maioria dos tecidos e dos órgãos vegetais, por outro, apenas 

alguns conseguiram desenvolver maneiras de anular ou contornar os mecanismos de 

defesa das plantas. 

A interação de um patógeno com uma planta é, freqüentemente, considerada 

como um processo multi-estágio, com mecanismos de reconhecimento em vários 

níveis, sendo que de cada um, ou da combinação entre eles, pode depender o resultado 

final dessa interação. A co-evolução dessa interação tem originado uma ampla gama 

de troca de sinais e respostas. Microorganismos que provocam uma respósta no 

hospedeiro podem receber diversos tipos de reação: uma aceitação `hospitaleira', 

como é o caso de simbiontes, tais como as bactérias fixadoras de nitrogênio, um 
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reconhecimento tardio seguido de defesas moderadamente efetivas, como a maioria 

das interações que resultam em doença, conhecida como interação compatível, ou 

uma resposta de defesa rápida e forte que bloqueia o avanço da infecção, conhecida 

como interação incompatível. 

Esses mecanismos de defesa vegetal podem ser de natureza estrutural, quando 

funcionam como barreiras fisicas, impedindo a penetração nos órgãos ou a 

colonização de tecidos pelo patógeno, ou de origem bioquímica, quando se trata da 

produção pela planta de substâncias capazes de inibir o crescimento do patógeno, ou 

de criar condições para impedir a sobrevivência dele em células ou em tecidos 

vegetais (MEDEIROS et al., 2003a). 

Na medida em que os aspectos básicos da interação planta-patógeno são 

esclarecidos, torna-se evidente a importância dos mecanismos bioquímicos de defesa, 

os quais estão muitas vezes desvinculados de alterações morfológicas. Pode-se 

afirmar que os mecanismos estruturais explicam apenas alguns casos de resistência, 

mas é na bioquímica da planta que está a chave da imunidade diante de milhares de 

espécies de microrganismos livres na natureza e com potencial para atacar a matéria 

vegetal. 

À semelhança da defesa estrutural, os componentes bioquímicos da defesa 

vegetal podem ser divididos em pré-formados ou preexistentes e induzidos, ou seja, 

produzidos em resposta à tentativa de infecção pelo patógeno. O grau de 

envolvimento dos fatores estruturais e bioquímicos pré- e pós-folinados nas respostas 

de resistência varia entre as diferentes interações hospedeiro-patógeno e, numa 

mesma interação, em função da idade da planta, do órgão/tecido afetado, do estado 

nutricional e das condições ambientais. 

Existem duas caracteristicas fundamentais na resistência induzida: a amplitude 

de efetividade, onde uma infecção localizada pode induzir resistência à ulterior 

infecção por uma gama de patógenos, e a sistemicidade, onde a resistência, após 

induzida, pode se expressar não só no sítio primário de inoculação, mas, também, 

sistemicamente, ou seja, em tecidos remotamente distantes do local da primeira 

infecção (ROMEIRO, 2002). Tem-se sugerido a existência de sinais biológicos os 

quais devam ter sua gênese no sítio de indução e serem enviados a locais mais 

distantes, numa espécie de reação biológica em cadeia. Dentre esses sinais, há o ácido 

salicílico, jasmonatos e ésteres do ácido jasmônico, sistemina e etileno (SCHMELZ et 

al., 2003). 
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Uma reação comum da planta frente ao ataque de um patógeno é a resposta de 

hipersensibilidade, na qual as células adjacentes ao local de infecção morrem 

rapidamente, privando o patógeno de nutrientes e impedindo sua propagação. Esse 

tipo de resposta é, muitas vezes, precedido pela produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS). Essas ROS podem contribuir para a morte celular como parte da 

resposta de hipersensibilidade ou agir diretamente na morte do patógeno. 

Outra resposta de defesa à infecção é a formação de proteínas relacionadas à 

infecção do patógeno, conhecidas como proteínas relacionadas à patogênese (PR-

Proteínas). São conhecidas 17 famílias de PR-proteínas, sendo várias hidrolases como 

as glucanases e quitinases, e outras inibidores de proteases (VAN LOON et al., 2006). 

Dentre os diversos componentes do arsenal de defesa das plantas, destacam-se, 

também, proteínas que interferem no processo digestivo dos herbívoros, além dos 

inibidores de protease já destacados. São os inibidores de oc-amilases, que inibem a 

ação dessa enzima e, por conseqüência, a digestão do amido (FRANCO et al., 2002) e 

as lectinas, proteínas de defesa que interagem reversivelmente com carboidratos, 

glicoproteínas ou glicolipídeos e que após serem ingeridas por alguns herbívoros, 

ligam-se às células epiteliais que revestem o trato digestório, interferindo na absorção 

de nutrientes (VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004). 

3.7 - Lectinas 

3.7.1 - Definição e classificação 

Lectinas são proteínas de origem não imune que possuem pelo menos um 

domínio não catalítico capaz de se ligar, de maneira reversível, a mono- ou 

oligossacarideos específicos, podendo ou não apresentar em sua estrutura domínios 

catalíticos (PEUMANS e VAN DAMME, 1995). De acordo com Van Damme et al. 

(1998), as lectinas podem ser classificadas em merolectinas, hololectinas, 

quimerolectinas e superlectinas. As merolectinas possuem um único domínio de 

ligação a carboidratos sendo, então, incapazes de precipitar glicoconjugados ou 

aglutinar células. As hololectinas possuem dois ou mais sítios de ligação a 

carboidratos, sendo consideradas verdadeiras aglutininas. As quimerolectinas 

possuem um ou mais domínios de ligação a carboidratos e, ainda, um outro domínio 

com atividade enzimática ou outra atividade biológica que atua independentemente. 
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As superlectinas são proteínas que contêm, no mínimo, dois domínios ligantes a 

carboidratos, os quais são estruturalmente distintos, reconhecendo carboidratos 

diferentes. 

As lectinas podem também ser classificadas confon 	ie a afinidade por açúcares 

simples, sendo distribuídas em quatro grupos: grupo I (L-fucose), grupo II (D-

galactose, N-acetil-D-galactosamina), grupo III (D-glucose, D-manose) e grupo IV 

(D-idose, L-glucose e L-xilose) (MAKELA, 1957). Goldstein e Poretz (1986) 

acrescentaram três novos grupos: N-acetil-D-glucosamina, ácido siálico e estruturas 

complexas. Em 1998, Van Damme et al. propuseram subdividir as lectinas de acordo 

com a similaridade entre suas seqüências. Com  isso, as lectinas foram agrupadas em 

sete famílias: lectinas de leguminosas, lectinas de monocotiledôneas ligantes à 

manose, lectinas ligantes à quitina, RIPs do tipo 2, lectinas relacionadas à jacalina, 

lectinas relacionadas à amarantina e lectinas do floema das curcubitáceas. 

As lectinas não são exclusivas de plantas como originalmente se pensava, elas 

são ubíquas na natureza (LAKHTIN, 1994; LIS e SHARON, 1998), podendo ser 

encontradas na superficie celular e em compartimentos intracelulares (RÜDIGER, 

1998). 

3.7.2 - Papel fisiológico nas plantas e aplicações das lectinas 

Para as lectinas, vários papéis na planta têm sido atribuídos, como proteínas de 

defesa (PEUMANS e VAN DAMME, 1995), exercendo efeito anti-nutricional em 

animais e insetos (VASCONCELOS e OLIVEIRA, 2004), como proteínas de reserva, 

crioprotetoras, e moduladoras de atividade enzimática (RÜDIGER, 1998). Mais 

recentemente, foi sugerido o envolvimento delas, também, na regulação e sinalização 

celular (VAN DAMME et al., 2004a). No entanto, é a aplicação biológica em 

espécies ou organismos distintos ao de origem que tem colocado as lectinas em lugar 

de destaque nos estudos bioquímicos. 

É sabido que várias técnicas estão disponíveis para detectar a presença de 

carboidratos nas células, tecidos e glicoproteínas (DUBOIS et al., 1956, KIM et al., 

2000), mas são a lectinas que possibilitam a detecção e localização de resíduos de 

açúcares específicos em células e tecidos, podendo com o auxílio de glicosidases, por 

exemplo, predizer a seqüência desses resíduos em glicoconjugados (MORI et al., 

1997; ROSENFELD, et al., 2007). Por isso, são amplamente utilizadas na citologia 
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para estudo de estrutura de membrana, de vias intracelulares de glicosilação de 

proteínas e das mudanças que ocorrem nos glicoconjugados durante a diferenciação, 

crescimento, desenvolvimento, divisão celular e estado patológico (SHARON e LIS, 

1989; SHERWANI et al., 2003), bem como ferramenta farmacológica, como é o caso 

da Proteína C reativa (ROSKAMP et al., 2005). 

No campo da reprodução, tem sido ralatado o uso de lectinas vegetais para o 

mapeamento da membrana do espermatozóide (SERRANO et al., 2001; NGO et al., 

2003) e zona pelúcida (PARILLO et al., 2000). No estudo da membrana de 

espermatozóides, lectinas marcadas com fluoresceína (SERRANO et al., 2001) ou 

acopladas a esferas de agarose (NGO et al., 2003) têm sido usadas. Para o estudo da 

zona pelúcida (ZP), lectinas conjugadas à peroxidase (PARILLO et ai.,1996; 2000); à 

biotina (MORI et al., 1997) ou à fluoresceína (OZGUR et al., 1998; MACEDO et al., 

2005) têm, também, sido empregadas. 

3.7.3 - Interação de lectinas com ovócitos 

3.7.3.1 - Glicoconjugados de membranas com os quais as lectinas podem interagir 

A membrana plasmática, presente em células de todas as espécies, define a 

periferia da célula, separando o seu conteúdo da circunvizinhança. Ela serve como 

uma barreira de permeabilidade, que permite à célula manter uma composição 

citoplasmática definida. Ela é composta de grande número de moléculas de lipídios e 

proteínas que se mantêm juntas principalmente por interações hidrofóbicas, formando 

uma bicamada lipídica fina, resistente e flexível, em volta da célula (VOET e VOET, 

1995; NELSON e COX, 2000; BERG et al., 2002). Algumas proteínas presentes na 

membrana celular permitem a passagem de certos íons e moléculas (proteínas 

transportadoras). Outras proteínas exercem o papel de receptores, transmitindo o sinal 

do exterior para o interior da célula. Há, ainda, proteínas que funcionam como 

enzimas, participando de reações que ocorrem em membranas. Muitas das proteínas e 

dos lipídeos presentes na membrana celular apresentam-se como conjugados de 

carboidratos, denominando-se glicoproteínas e glicolipídeos, respectivamente (VOET 

e VOET, 1995; NELSON e COX, 2000; BERG et al., 2002). As glicoproteínas, em 

especial, são fundamentais em muitos processos biológicos incluindo fecundação, 

ativação do sistema imune, replicação viral, crescimento e renovação celular, 

inflamação, dentre outros (DWEK et al., 1996). 
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A glicosilação em proteínas e lipídeos é capaz de produzir um modelo único 

de glicoconjugado caracteristico de cada tipo celular ou de diferentes estádios de 

desenvolvimento celular ou patológico. Essa diversidade de glicoconjugados se 

mostra como um potencial para estudo da capacidade funcional das células. 

A glicosilação é uma das principais modificações químicas que ocorrem nas 

proteínas. Algumas acontecem no lúmen do retículo endoplasmático rugoso e outras 

no lúmen do cis-, medial- ou trans-Golgi. As glicoproteínas podem conter uma ou 

mais cadeias de oligossacarideos ligadas a elas, podendo o carboidrato representar de 

1,0 a 70,0% da massa da glicoproteína, ou até mais (LODISH et al., 1999). 

A presença de agregados de carboidratos altamente hidrofilicos altera a 

polaridade e a solubilidade das proteínas com as quais estão conjugados, além de 

influenciar a seqüência dos eventos que se processam durante o enovelamento do 

polipeptídio, impedindo, por exemplo, uma rota de enovelamento e favorecendo 

outra. Os carboidratos conjugados podem, ainda, proteger algumas proteínas do 

ataque de enzimas proteolíticas (LODISH et al., 1999). 

Os carboidratos se ligam covalentemente às proteínas de duas maneiras: 

através de ligação glicosídica (O-ligação) do carboidrato anomérico com o grupo 

hidroxila do resíduo de serina (Ser) ou treonina (Thr); ou por meio de ligação N-

glicosídica (N-ligação) do carboidrato anomérico com o nitrogênio do grupo amida de 

um resíduo de asparagina (Asn). 

A diferença na estrutura dos oligossacarideos N- e O-ligados reflete a 

diferença da biossíntese dessas estruturas (LODISH et al., 1999). Os açúcares O-

ligados são adicionados no complexo de Golgi, um por vez, e a transferência de cada 

resíduo adicional é catalisada por uma glicosiltransferase distinta. Em contrapartida, a 

biossíntese dos oligossacarideos N-ligados começa no retículo endoplasmático rugoso 

com a adição de um oligossacarideo pré-formado contendo 14 resíduos de 

carboidratos. A estrutura desse precursor é a mesma em plantas, animais e eucariotos 

unicelulares, ou seja, um oligossacarideo ramificado contendo três glicoses (Glc), 

nove manoses (Man) e duas N-acetil-D-glicosaisinas (G1cNac), podendo ser 

representado por Glc3Man9(G1cNac)2. Cinco desses 14 resíduos são conservados na 

estrutura de todos os oligossacarideos N-ligados (Man3(GlcNac)2). Subseqüentemente 

à adição do oligossacarideo de 14 resíduos, certos resíduos são removidos. Após a 

remoção de três glicoses, a glicoproteína é direcionada para o complexo de Golgi 

onde outros resíduos são removidos e adicionados, um por vez, em uma ordem 
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definida, sendo cada reação catalisada por enzimas distintas. Resíduos de ácido siálico 

podem ser adicionados à porção terminal, bem como resíduos de fucose à primeira 

GlcNac do núcleo Man3(GlcNac)2. 

As estruturas dos oligossacarideos N- e O-ligados além de serem distintas, 

diferentes resíduos de carboidratos são normalmente encontrados em cada tipo. Por 

exemplo, os oligossacarideos O-ligados podem ser do tipo mucina quando N-acetil-D-

galactosamina se liga a serina ou treonina; do tipo proteoglicano quando xilose se liga 

a serina; do tipo colágeno quando galactose se liga a hidroxilisina; do tipo extensina 

quando arabinose se liga a hidroxiprolina; do tipo levedura quando manose se liga a 

serina ou treonina; do tipo glicogênio quando glicose se liga a tirosina; ou do tipo 

nuclear ou citossólico quando N-acetil-D-glicosamina se liga a serina (MONTREUIL, 

1995). Os oligossacarideos N-ligados são caracterizados pela ligação do resíduo de N-

acetil-D-glicosamina a asparagina. Os oligossacarideos O-ligados são geralmente 

curtos. Os oligossacarideos N-ligados, ao contrário, contêm vários ramos, estando 

sempre presente manose e N-acetil-D-glicosamina. Esses oligossacarideos podem ser 

classificados em três tipos: oligomanosídeos ou high manose quando resíduos de 

manose são adicionados ao núcleo Man3(GlcNac)2, N-acetilactosamina ou complexo 

quando unidades de lactosamina (Gal(31-4G1cNac) são distribuídas entre os resíduos 

de manose do núcleo Man3(GlcNac)2  e do tipo híbrido quando possui caracteristicas 

estruturais dos dois tipos anterioimente descritos (MONTREUIL, 1995). 

Essas frações oligossacaridicas O- e N-ligadas às proteínas são ricas em 

informações estruturais, compondo sítios altamente específicos para reconhecimento e 

ligação de alta afinidade com outras proteínas como lectinas e glicosidases. 

3.7.3.2 - A interação de lectinas com a zona pelúcida 

A zona pelúcida (ZP) é uma matriz extracelular que envolve o ovócito e é 

composta por glicoproteínas sintetizadas durante o crescimento folicular, tanto pelo 

ovócito como pelas células da granulosa (LUCCI et al., 2001). Em várias espécies, 

como nos bovinos, a zona pelúcida é foiinada sobre o ovócito nos folículos primários 

(BASSOS e ESPER, 2002), já em caprinos, Lucci et al. (2001) só observaram sua 

presença a partir de folículos secundários. 

Além da importância para fecundação, a zona pelúcida protege o ovócito 

contra danos fisicos e representa uma barreira sanitária que evita a contaminação de 
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ovócitos e embriões pré-implantação por microorganismos presentes no trato 

reprodutivo feminino (SALLES et al., 1998; CAVALCANTE et al., 1998) ou nos 

meios de cultivo in vitro (LAMARA et al., 2002). 

A natureza molecular e bioquímica das proteínas da zona pelúcida tem sido 

estudada principalmente em suínos e em camundongos (TÕPFER-PETERSEN et al., 

2000). Esses autores reportam a identificação de três glicoproteínas como os 

principais constituintes da zona pelúcida, chamadas de ZP1/ZPB, ZP2/ZPA e 

ZP3/ZPC. Dessas, há relatos de que seja a ZP3 ou ZPC a glicoproteína envolvida na 

primeira interação espermatozóide-ovócito (AVILÉS et al., 2000). 

Embora se saiba que as glicoproteínas da zona pelúcida estão envolvidas na 

interação espermatozóide-ovócito (TÕPFER-PETERSEN et al., 2000), ainda há 

controvérsia quanto à estrutura da porção glicídica funcional nessa interação. Zara e 

Naz (1998) revisando os vários resíduos que têm sido sugeridos como ligantes a 

espennatozóides em camundongos, ratos, hamsters, porco da guiné e em humanos, 

sugeriram que mais de um resíduo possa estar envolvido nessa interação. Estes 

mesmos autores ainda especularam que a interação seja multivalente, envolvendo 

interação proteína-proteína, carboidrato-carboidrato, ou proteína-carboidrato. 

No entanto, pouco se pode inferir sobre as caracteristicas bioquímicas da zona 

pelúcida de ovócitos caprino diante do número limitado de trabalhos que abordam 

esse aspecto. Apenas Parrillo et al. (1996 e 2000) relatam informações sobre o perfil 

da zona pelúcida de ovócitos imaturos, ainda no ovário. Em seus estudos de 1996, 

Parrillo e colaboradores utilizaram nove lectinas conjugadas à peroxidase e 

detectaram a marcação da zona pelúcida apenas com Ricinus communis (RCA-I), 

Arachis hypogaea (PNA); Glycine max (SBA) e Triticum vulgare (WGA), sugerindo, 

de acordo com a especificidade dessas lectinas, a presença de resíduos de (3-galactose 

(RCA-I e PNA), N-acetil-D-glalactosamina (SBA), N-acetil-D-glicosamina e ácido 

siálico (WGA) na posição terminal dos glicoconjugados. Os autores estudaram, 

também, a zona pelúcida de ovócitos bovino, ovino e suíno e observaram existir 

diferença na composição química da zona pelúcida, sugerindo uma interação espécie-

específica entre os gametas. 

Rodeheffer e Shur (2004) observaram a presença de um ligante do 

espermatozóide na zona pelúcida de ovócitos ovulados de camundongos, o qual não 
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estava presente na zona pelúcida de ovócitos ovarianos. Esse achado sugere existir 

diferença no perfil da zona pelúcida durante a maturação do ovócito. 



4 - OBJETIVOS 
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4.1 - Objetivo geral 

Estudar as proteínas com atividade hemaglutinante nas folhas de Ipomoea asarifolia e 

sua relação com os efeitos tóxicos dessa planta. 

4.2 - Objetivos específicos 

- Determinar a fração protéica a ser usada nos ensaios de toxicidade, através de 

cromatografias, eletroforeses e atividade hemaglutinante. 

- Testar alternativas de indução da expressão da lectina em folhas de I. asarifolia. 

- Estudar os efeitos provocados no sistema nervoso autônomo pela fração protéica rica 

em lectina. 

- Estudar os efeitos renais da fração protéica rica em lectina. 

- Caracterizar bioquimicamente a fração protéica rica em lectina. 

- Fazer uma prospecção de uso biotecnológico da lectina como marcador de zona pelúcida 

em ovócitos caprinos. 



5 -MATERIAIS E 

MÉTODOS 
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5.1 - LOCAL DE EXECUÇÃO 

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Proteínas de Defesa Vegetal do 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceará 

(UFC). Contamos também com a colaboração do Laboratório de Proteínas Tóxicas 

Vegetais, do mesmo Departamento, do Laboratório de Fisiologia Cardiovascular do 

Centro de Ciências da Saúde, da Universidade Estadual do Ceará (UECE), do 

Laboratório de Faitriacologia de Venenos e Toxinas (LAFAVET) do Departamento de 

Fisiologia e Farmacologia da UFC, do Centro Nordestino de Aplicação e uso da 

Ressonância Magnética Nuclear (CENAUREMN) da UFC, do abatedouro da 

Embrapa Caprinos, e do Laboratório de Reprodução da UECE. 

5.2 - MATERIAIS 

5.2.2 - Folhas 

As folhas de I.asarifolia foram coletadas de plantas distribuídas no Campus 

do Pici, UFC, Fortaleza. A identificação foi realizada pelo Professor Edson Paula 

Nunes, sistemata do Herbário Prisco Bezerra da UFC, onde um exemplar do 

espécime foi depositado, sendo o seu número de acesso 040477. 

5.2.3 - Animais Experimentais 

Coelhos albinos da raça Nova Zelândia, com três meses de idade, foram 

usados para imunização e animais adultos para obtenção de eritrócitos. Esses animais 

foram provenientes do plantel do Departamento de Zootecnia da UFC e, ao longo dos 

experimentos, foram mantidos no Biotério de experimentação do Departamento de 

Bioquímica e Biologia Molecular da UFC. 

Camundongos (Mus musculus) Swiss, utilizados para experimentos de 

toxicidade através da administração intra-orbital, foram provenientes de colônias do 

Biotério Central da UFC. Já os animais utilizados para experimentos de toxicidade no 

nervo do ducto deferente foram provenientes do Biotério da UECE. 
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Ratos Wistar, utilizados nos experimentos de toxicidade renal, foram 

provenientes de colônias do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, 

da Faculdade de Medicina da UFC. 

Os animais utilizados foram mantidos de acordo coro princípios estabelecidos 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

5.2.4 - Reagentes 

Materiais obtidos da Sigma Chemical Company, St Louis, EUA: Pepsina, 

extraída da mucosa estomacal de suínos (código P-7012, lotel8C-8080); Tripsina, 

Tipo 1, extraída de pâncreas bovino (código T-8003, lote70K-0946); a-

Quimotripsina, tipo 1-S, extraída de pâncreas bovino (código C-7762, lote 83K- 

7680); Papaína (código P-4762, lote 101K7670); Albumina Sérica Bovina-BSA para 

ensaio de digestibilidade (código A-8022, lote 70K-0946); Albumina Sérica Bovina 

(BSA) utilizada para curva do Bradford (código A-2153, lote 36H1183); 

Polivinilpolipirrolidona-PVPP (código P-6755, lote 14K0080); Fetuína (código F-

2379, lote 110K72701); Azul de bromofenol (código B-0126, lote 055K3684); 

Adjuvante Completo de Freund (código F-5881, lote 63H8800); Azul Brilhante de 

Coomassie G (código B0770, lote 25H0482), IgG de cabra contra IgG de coelho 

conjugada à fosfatase alcalina (código A-3812, lote 12K9171), SIGMA FAST 

BCIP/NBT (5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato e azul de nitrotetrazólio) substrato em 

pastilha (SIGMA FASTTM, código B-5655), coluna de quitina de concha de 

carangueijo (código C-7170, lote 84H7175), isotiocianato de fluoresceína — FITC 

(código F-1628, lote 90K5316), coluna de agarose Proteína-A (código PA, lote 

39H7832), e ácido jasmônico (código J-2750) 

Materiais obtidos da Amersham Biosciences Corporation, Piscataway, EUA : 

Marcadores de massa molecular LMW (código 17.044601); Coluna Sepharose 4B 

ativada com CNBr (código 17-0430-01, lote 302266); Coluna Hitrap desalting 

(código 17-1408-01); e Membrana de PVDF Hybond-P (código RPN303F). 

Materiais obtidos da Phaiinacia Biotech, Uppsala Suécia: Coluna Sephadex 

G-100 e Coluna Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (código 17-0965-05). 

Azul Brilhante de Coomassie R-250, Vetec Química Fina Ltda., Rio de 

Janeiro, Brasil (código 1021). 
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Membrana de PVDF Iznmobilon-P (Millipore Corporation, código 

IPVH00010, lote KGAN3442W). 

Coluna de Dietilaminoetil (DEAE) Celulose (Whatman International Ltd, 

Maidstone, Inglaterra). 

Os demais reagentes utilizados foram de grau analítico. 
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5.3 - MÉTODOS 

5.3.1 - Preparação das folhas de Ipomoea asarifolia 

As folhas de I.asarifolia, logo após a coleta, foram lavadas em água corrente, 

seguida de lavagem com água destilada. Essas foram secadas com papel toalha, 

pesadas e armazenadas a -85 °C até o uso. Um segundo grupo de folhas após coleta, 

lavagem e secagem foram despigmentadas através da imersão em solução de 

etanol:clorofórmio 3:1 (v:v), seguida de três trocas dessa solução. Após nova 

secagem, as folhas foram pesadas e armazenadas a -85 °C até o uso. Outros dois 

grupos de folhas, após serem secados, foram tratados com ácido jasmônico - AJ (100 

µM em 0,05% de etanol) ou injuriados mecanicamente mediante o uso de um 

perfurador (4 cortes eqüidistantes/folha, com 6 mm de diâmetro). Esses, juntamente 

com seus controles, 0,05% de etanol e folhas não injuriadas, respectivamente, foram 

cultivados sob atmosfera úmida, utilizando para isso placas ou sacos plásticos 

contendo três papéis de filtro, tipo germitest, umedecidos com água destilada 

autoclavada, de forma a permitir 2,5 vezes seu peso de saturação em água. O cultivo 

foi realizado em câmara escura, a 25 °C, ou em câmara com fotoperiodo de 12 h 

claro/12 h escuro, intensidade luminosa de 90±5 µE.m 2.s 1, a 27 °C, por um periodo 

de 24 h, 48 h, 72 h ou 96 h. Após os diferentes tempos de cultivo, as folhas foram 

secadas, pesadas e armazenadas a -85 °C até seu uso. 

5.3.2 - Preparação da farinha 

Ainda congeladas e dentro dos sacos utilizados para armazenagem; as folhas 

foram maceradas mediante o uso de pistilo e gral previamente resfriados a -20 °C. Ao 

primeiro sinal de descongelamento, o macerado era retirado do saco plástico e a 

maceração retomada no interior do gral. O macerado final foi denominado de farinha. 

5.3.3 _Extração de proteínas 

A extração das proteínas das folhas foi realizada suspendendo a farinha, 

imediatamente após a maceração, em tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, contendo 
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polivinilpolipirrolidona 3% e ácido ascórbico 5 mM, na proporção de 1:3 (p/v). A 

suspensão foi deixada sob agitação contínua por 2 h, a 4 °C, sendo, em seguida, 

filtrada em pano de trama fina. O filtrado foi centrifugado a 10.000 g, por 30 min, a 4 

°C, e o sobrenadante obtido denominado de extrato bruto. 

5.3.4 - Fracionamento de proteínas com sulfato de amônio 

Visando a obtenção de uma fração rica em lectina, o extrato bruto foi 

fracionado com sulfato de amônio nos intervalos de 0-30%, 30-60% e 60-90% de 

saturação, com 12 h de contato, 4 °C. Em seguida, o material foi centrifugado a 

10.000 g, 40 min, a 4 °C. As frações obtidas foram dialisadas, exaustivamente, contra 

água destilada, liofilizadas e resuspensas em Tris-HC125 mM, pH 7,5. 

5.3.5 - Dosagem de proteína 

Os teores de proteína do extrato bruto e das frações protéicas obtidas foram 

determinados segundo metodologia descrita por Bradford (1976). Brevemente, para 

cada 100 µL de amostra, em diferentes concentrações, foram adicionados 2,5 mL do 

reagente de Bradford. A mistura foi agitada por alguns segundos e após 10 min. sobre 

a bancada e à temperatura ambiente, procedeu-se a leitura das absorbâncias a 595 nm, 

em espectrofotômetro tipo Novapesc II, Pharmacia LKB. A concentração de proteína 

foi estimada usando-se o fator de calibração obtido através de urna curva padrão 

constituída com concentrações conhecidas de albumina sérica bovina. A absorbância 

a 280 nm foi usada para estimar o conteúdo de proteínas nos eluatos das colunas 

cromatográficas. 

5.3.6 - Cromatografia de Troca Iônica em coluna de DEAE-celulose 

Alíquotas das frações 0-30%, 30-60% e 60-90% de saturação foram aplicadas 

em coluna de DEAE-celulose (2,9 x 7,5 cm). A coluna foi previamente equilibrada 

com Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, seguindo a aplicação da amostra, a qual permaneceu 

por uma hora em contato, com leve agitação a intervalos aleatórios. Posteriormente, a 

coluna foi percolada com este mesmo tampão até completa remoção das proteínas não 
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retidas (pico não retido). A eluição das proteínas retidas na matriz foi realizada com 

aplicação seqüencial do tampão de equilíbrio contendo NaCI nas concentrações de 50 

mM, 100 mM, 200 mM, 400 mM e 600 mM. A cromatografia foi realizada a um 

fluxo de 1 mL/min, sendo coletadas frações de 3 mL por tubo. Todo procedimento foi 

monitorado através de leituras das absorbâncias em 280 nm, bem como através de 

ensaio de hamaglutinação. As frações que encerravam atividade hemaglutinante 

foram reunidas e dialisadas, exaustivamente, contra água destilada e, posteriormente, 

liofilizadas. 

5.3.7 - Cromatografias de afinidade 

- Cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose 4B-fetuína (1,7 x 6,5 cm) 

- Cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose 4B-papaína (1,7 x 6,5 cm) 

- Cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose 4B-tripsina (1,7 x 18 cm) 

- Cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose 4B-ConA-ConBr (1,7 x 6,5 cm) 

- Cromatografia de afinidade em coluna de quitina (1,2 x 6 cm) 

- Cromatografia de afinidade em coluna de goma de guar (1,7 x 6,5 cm) 

Todas as matrizes cromatográficas usadas nos procedimentos listados acima,  

foram equilibradas com tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, antes da aplicação de 

amostra vinda da cromatografia de DEAE-celulose (Fo-30%a)  eluída com 200 mM de 

NaCl em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, contento 3,068 mg de proteína em 400 µL de Tris-

HC1 25 mM, pH 7,5. A mesma permaneceu por urna hora em contato com a matriz. 

Posteriotniente, a coluna foi percolada com esse mesmo tampão até completa 

remoção das proteínas não retidas (pico não retido). A eluição das proteínas retidas 

nas matrizes foi realizada coro 100 mM de ácido acético acrescido de 150 mM de 

NaCl, pH 3,0. Após zerada leitura a 280 nm, eluição adicional com 100 mM de 

tampão glicina-NaOH, pH 11, nas colunas de Sepharose 4B-papaína e goma de guar 

foi realizada. Na cromatografia de afinidade em coluna de goma de guar, a eluição 

com 100 mM de ácido acético acrescido com 150 mM de NaC1 pH 3,0, foi precedida 

de eluição com 100 mM de galactose. As cromatografias foram realizadas a um fluxo 

de 1 mL/min, sendo coletadas frações de 2 mL por tubo. Todo procedimento foi 

monitorado através de leituras das absorbâncias em 280 nm, bem como através de 
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ensaio de hemaglutinação. As frações eluídas foram reunidas e dialisadas, 

exaustivamente, contra água destilada e, posteriormente, liofilizadas. 

5.3.8 - Cromatografia de exclusão molecular em coluna de Sephadex G-100 

A matriz (95 x 1,6 cm) foi equilibrada com tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, 

sendo aplicados 2,0 mL desse tampão contendo 5,34 mg de proteína de amostra 

obtida de fracionamento com sulfato de amônio na faixa de 0-30% seguido de DEAE-

celulose. A percolação da coluna se deu com o tampão de equilíbrio a um fluxo de 0,5 

mL/min, sendo coletadas frações de 2,5 mL por tubo. 

5.3.9 - Cromatografia de exclusão molecular em Superose 12 acoplada a FPLC 

A coluna foi equilibrada com tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, sendo 

aplicados 0,350 mg de proteína de amostra obtida de fracionamento com sulfato de 

amônio na faixa de 0-30% seguido de cromatografia de DEAE-celulose. A percolação 

da coluna foi feita a um fluxo de 0,5 mL/min, em frações de 1,5 mL por tubo. 

5.3.10 - Cromatografia hidrofóbica em coluna de Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (1,2 x 

6 cm) 

As amostras obtidas de fracionamento com sulfato de amônio na faixa de 0-

30% seguido de DEAE-celulose foram resuspensas em tampão Tris-HC1 25 mM, pH 

7,5, acrescido de 420 mM de sulfato de amônio, seguido de centrifugação a 10.000 g 

por 20 min, a 4 °C. Após equilíbrio da matriz com esse tampão, a amostra foi 

aplicada, permanecendo em contato com a matriz cromatográfica por uma hora, com 

leve agitação a intervalos aleatórios. Posteriormente, a coluna foi percolada com esse 

mesmo tampão até completa remoção das proteínas não retidas (pico não retido). A 

eluição das proteínas retidas na matriz foi realizada com aplicação seqüencial do 

tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, acrescido de 100 mM de sulfato de amônio, 

seguindo do tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5 e, posteriormente, água destilada. A 

cromatografia foi realizada a um fluxo de 1 mL/min, sendo coletados 2 mL por tubo. 

Todo procedimento foi monitorado através de leituras das absorbâncias em 280 nm, 
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bem como através de ensaio de hemaglutinação. As frações que encerravam atividade 

hemaglutinante foram reunidas e dialisadas, exaustivamente, contra água destilada e, 

posterioiniente, liofilizadas. 

5.3.11 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 

As frações obtidas nos passos cromatográficos descritos acima foram 

analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida, na presença de dodecil sulfato de 

sódio (SDS), seguindo a metodologia descrita por Laemmli (1970), adaptada para uso 

em placas. Foram utilizados géis de aplicação com 3,5% e de separação com 12,5%, 

15,0% ou 20,0% de acrilamida. As amostras protéicas (3 pg de proteína) foram 

dissolvidas em tampão de amostra 4x concentrado. O tampão 1 x consistia em Tris-

HC1 125 mM, pH 6,8, contendo 2,6% de SDS, 12,6% de glicerol e 0,015% de azul de 

bromofenol, acrescido ou não de 1% de 13-mercaptoetanol. Depois de aquecidas a 100 

°C, durante 10 minutos, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g, durante 10 

minutos, a 25 °C, e aplicadas no gel. Como marcadores de massa molecular foram 

utilizados a-lactoalbumina — 14,4 kDa, inibidor de tripsina da soja — 20,1 kDa, 

anidrase carbônica - 30 kDa; ovoalbumina — 45 kDa, albumina sérica bovina 66 kDa e 

fosforilase b — 97 kDa. As corridas foram conduzidas a corrente constante de 20 mA 

por placa. As bandas protéicas foram visualizadas revelando-se o gel com nitrato de 

prata (BLUM et al., 1987). 

5.3.12 - Atividade hemaglutinante 

A detecção da atividade hemaglutinante foi realizada em placas de micro 

titulação seguindo-se a metodologia descrita por Moreira e Perrone (1977). As 

amostras foram submetidas a diluições seriadas (1/2, 1/4, 1/8...) em NaC1 150 mM ou 

Tris-HC1 1,0 M, pH 7,5, utilizando esse último quando o pH da amostra a ser 

analisada era ácido (pH 3,0). A 50 µL de cada diluição, foi adicionado igual volume 

da suspensão de eritrócitos de coelho a 2%, tratados enzimaticamente com tripsina 

(0,1 mg/10 mL da solução de eritrócito a 2%), objetivando promover uma maior 

exposição de grupos de carboidratos e glicoconjugados presentes na superficie externa 

da membrana plasmática, facilitanto o reconhecimento da lectina, e assim, 
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melhorando a eficiência da aglutinação. As placas foram deixadas em repouso, por, 

aproximadamente, 12 h à temperatura ambiente. A visualização dos aglutinados foi 

feita macroscopicamente. Os resultados foram expressos como unidade de 

hemaglutinação por mL (UH/mL), sendo definida como o recíproco da maior diluição 

ainda capaz de provocar aglutinação visível a olho nu. A atividade hemaglutinante 

específica (UH/mg de proteína) em uma fração testada foi obtida dividindo-se a 

atividade hemaglutinante (UH/mL) pela quantidade de proteína obtida por mL (mg de 

prõteína/mL) nessa fração. 

5.3.13 - Estabilidade térmica 

Para avaliar a estabilidade téiinica as amostras foram incubadas a 70, 80 e 90 

°C. Alíquotas das amostras incubadas foram retiradas com 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 

40, 45, 50, 55, e 60 min, e submetidas a ensaio de hemaglutinação. Uma amostra não 

aquecida foi utilizada como controle. Os resultados foram expressos como atividade 

hemaglutinante residual (UH/mL). 

5.3.14 - Avaliação da especificidade lectínica 

A especificidade lectínica das amostras frente a açúcares simples e 

glicoproteínas foi investigada por ensaios de inibição da atividade hemaglutinante. Os 

ensaios de inibição da hemaglutinação foram realizados através da incubação das 

amostras em soluções com 200 mM de açúcares simples ou soluções de 

glicoproteínas. Inicialmente, as soluções de açúcares ou glicoproteínas foram diluídas 

seriadamente em NaCl 150 mM. A 25 µL de cada diluição, foi adicionado igual 

volume de amostra a ser analisada, apresentando 4 UH. A incubação foi de 30 min à 

temperatura ambiente. Em seguida, 50 µL da suspensão de hemácias a 2% tratadas 

com tripsina foram adicionados. As placas foram deixadas em repouso por, 

aproximadamente, 12 h à temperatura ambiente. A inibição da hemaglutinação foi 

observada a olho nu. 
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5.3.15 - Avaliação da dependência de cálcio e manganês para atividade 

hemaglutinante 

Para verificar a dependência de cálcio e manganês na atividade 

hemaglutinante da I.asarifolia, amostra da fração protéica rica em lectina (FPRL), 

com atividade hemaglutinante conhecida, oriunda de cromatografia em Phenyl 

Sepharose eluída com 25 mM de Tris-HC1 acrescido de 100 mM de sulfato de 

amônio, pH 7,5, foi dialisada contra 25 mM de Tris-HC1, pH 7,5 contendo 5 mM de 

EDTA e 5 mM de EGTA. Após diálise, a atividade hemaglutinante foi testada. Num 

experimento complementar, após tratamento com os agentes quelantes, a amostra foi 

dialisada contra 25 mM de Tris-HC1 pH 7,5, contendo 5 mM de cálcio e 5 mM de 

manganês, para reposição dos ions. Para assegurar a não existência de quelante 

residual livre na amostra, o ensaio de hemaglutinação foi realizado acrescentando 50 

uL de solução contendo 150 mM de NaC1 acrescido de 10 mM de cálcio e manganês. 

5.3.16 - Determinação do efeito do ditiotreitol (DTT) na atividade hemaglutinante 

Amostras liofilizadas da FPRL, com atividade hemaglutinante conhecida, 

foram solubilizadas em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, contendo 5, 10, 50 ou 100 mM de 

DTT. Alíquotas dessas diluições foram submetidas a ensaio de hemaglutinação e 

SDS-PAGE. 

5.3.17 — Análise de compostos secundários na fração protéica rica em lectina 

O experimento foi realizado em espectrômetro de ressonância magnética 

nuclear (RMN) Bruker Avance DPx300, operando a 300 MHz na freqüência do 1H. 

Amostra de 5 mg da FPRL foi dissolvida em 0,2 µL de Tris-HC1 25 mM, pH 

7,5, e acrescentados 0,4 µL de D2O. A aquisição foi realizada com 256 transientes, 

com tempo de relaxação de 5 segundos. 
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5.3.18 - Digestibilidade in vitro 

A metodologia utilizada para digerir as frações in vitro foi baseada na técnica 

descrita por Sathe (1993). 

5.3.18.1 - Digestão por pepsina 

Foram utilizados 3,5 mg de FPRL, dissolvidos em 1,75 mL de HC1 0,1 N, pH 

1,78. Após estabilização a 37 °C, foram retirados 250 µL de amostra, tempo zero do 

ensaio. Aos 1,5 mL restantes foram acrescidos 300 µL de uma solução de pepsina (0,1 

mg/mL de HC1 0,1 N, pH 1,78) previamente estabilizada a 37 °C, equivalendo a uma 

relação enzima/fração de 1:100. Mantida essa solução enzima/fração a 37 °C, 

alíquotas de 300 pL foram retiradas após 1/2, 1, 2, 4 e 6 h da adição da enzima. 

Metade de cada alíquota retirada (150 µL) foi acrescida, imediatamente, de tampão de 

amostra (Tris-HC1 125 mM, pH 6,8, SDS 2%) dez vezes concentrado e aquecida a 

100 °C, por 5 min. A outra metade da alíquota (150 µL) foi aquecida a 70 °C/1 h para 

inativar a enzima, e submetida a ensaio de heraglutinação. Como controle da ação 

catalítica da enzima, foi digerida amostra de albumina sérica bovina, na mesma 

proporção e condições da amostra teste, porém coletadas alíquotas apenas no tempo 

zero e após 2 h do início da digestão. 

5.3.18.2 - Digestão por tripsina e quimotripsina 

A metodologia utilizada na digestão pela tripsina e quimotripsina obedeceu à 

mesma seqüência descrita para o tratamento enzimático pela pepsina, modificando-se, 

além das enzimas, o tampão utilizado (Tris-HC1 100 mM, pH 8,1, em lugar de HC1 

0,1 N). 

5.3.19 - Digestibilidade in vitro de forma seqüencial 

Após estabilização das soluções a 37 °C, 1,0 mg da amostra da FPRL foi 

dissolvido em 500 µL de solução de pepsina (0,02 mg/mL dissolvido em HC1 0,1 N, 

pH 1,78) permanecendo incubada a 37 °C, por 2 h. Ao término desse periodo, foram 
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retirados 250 µL de amostra, sendo 150 µL acrescidos, imediatamente, de tampão de 

amostra (Tris-HC1 125 mM, pH 6,8, SDS 2%) dez vezes concentrado e aquecido a 

100 °C, por 5 min, e os outros 100 µL acrescidos de igual volume de tampão Tris-HC1 

250 mM, pH 8,91, objetivando inativar a pepsina e realizar ensaio de hemaglutinação. 

Aos 250 µL restantes, foram acrescidos 250 µL de uma solução de tripsina mais 

quimotripsina (0,02 mg/mL dissolvido em Tris-HCI 250 mM, pH 8,91) previamente 

estabilizada a 37 °C, e peunanecendo nessa temperatura por 3 h. As soluções 

enzimáticas foram preparadas de forma a proporcionar uma relação enzima/amostra 

de 1:100. Ao término das três horas, à alíquota de 250 µL foi acrescido, 

imediatamente, tampão de amostra (Tris-HC1 125 mM, pH 6,8, SDS 2%) dez vezes 

concentrado, sendo aquecida a 100 °C, por 5 min. Dos 250 µL restantes, 50 µL foram 

submetidos a ensaio de hamaglutinação e os outros 200 µL foram aquecido a 70 °C/1 

h para inativar a enzima e, posterionuente, submetido a ensaio de hemaglutinação. 

Como controle da ação catalítica das enzimas, amostra de albumina sérica bovina foi 

digerida na mesma proporção e condições da amostra teste, sendo coletadas alíquotas 

nos mesmos tempos que as amostras teste. 

5.3.20 - Avaliação da digestibilidade por eletroforese em gel de poliacrilamida 

Para verificar o grau de hidrólise enzimática das proteínas, nos diferentes 

tempos de exposição, foram montados géis de separação com 15,0% de acrilamida, 

em tampão Tri-HC1 1,5 M, pH 8,8, contendo SDS 0,1%. As amostras, previamente 

adicionadas do tampão de amostra (10x concentrado) e aquecidas a 100 °C, por 5 min, 

foram centrifugadas a 10.000 g, por 20 min. Um volume de 17 µL de cada amostra, 

contendo 30 µg de proteína, foi aplicado em cada poço do gel. A metodologia para 

eletroforese e os marcadores de massa molecular foram os mesmos descritos 

anteriormente. 

As bandas protéicas foram visualizadas revelando-se o gel com nitrato de 

prata (BLUM et al., 1987). 
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5.3.21 - Preparo e purificação de anticorpos contra esporamina 

Soro imune contra esporamina de I. batatas foi obtido a partir de coelhos. Os 

animais foram, inicialmente, inoculados via intramuscular com emulsão contendo 1,0 

mg de esporamina, 0,5 mL de NaC1 150 mM e 0,5 mL de adjuvante completo de 

Freund. Esse procedimento foi repetido após 21 e 36 dias (1° e 2° reforço), mas 

através de injeção subcutânea e sem a adição de adjuvante de Freund. Após sete dias 

do 2° reforço, foi feita a primeira sangria, através de punção com agulha da veia 

média da orelha e aplicada nova dose de reforço preparada de foima idêntica à 

anterior. Esse procedimento foi realizado semanalmente até a obtenção de quantidade 

suficiente de soro imune. A colheita do sangue foi efetuada em tubos de ensaio (10 

mL), os quais permaneciam à temperatura ambiente até ocorrer retração do coágulo, 

quando, então, eram centrifugados e o soro separado e congelado. 

As imunoglobulinas foram obtidas por precipitação com sulfato de amônio (a 

33% de saturação), durante 12 h. Procedeu-se, então, três diálises alternadas com água 

e tampão acetato 50 mM, pH 5,0, segundo metodologia descrita por Harboe e Inglid 

(1973). A última diálise foi feita contra água, após a qual a amostra foi centrifugada 

(10000 g, por 20 min, 4°C) e o sobrenadante liofilizado. 

Para purificar as imunoglobulinas G, o soro imune liofilizado foi resuspenso 

em Tampão A: 20 mM NaH2PO4  e 150 mM NaC1, pH 8,0. Posteriormente, 

centrifugado a 10000 g, por 20 min, e aplicado em matriz de Agarose-Proteína A. 

Após 1 h de contato, a coluna foi lavada com o Tampão A, 10 vezes o seu volume. As 

imunoglubulinas G retidas na coluna foram eluídas coro o Tampão B: 200 mM 

Na2HPO4  e 100 mM ácido cítrico, pH 3,0, três vezes o volume da coluna. A fração 

eluída foi neutralizada com 100 mM NaOH e, posteriormente, dialisada contra água 

destilada e liofilizada. 

5.3.22 - Western Blot 

A existência de identidade entre a esporamina de I. batatas e as lectinas de 

I.asarifolia foi investigada por Western Blot. 

O estudo dessas relações imunológicas foi feito usando a metodologia descrita 

por Towbin et al. (1979), com modificações descritas a seguir. Após eletroforese em 

gel de poliacrilamida, na presença de SDS, as proteínas foram transferidas para 
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membrana de PVDF em uma unidade de transferência, usando como tampão Tris-HC1 

25 mM/glicina 182 mM, pH 8,3, metanol 10%, e SDS 0,1%,. A eletrotransferência foi 

feita a corrente constante de 80 mA, por 1,5 h. Após a eletrotransferência, a 

membrana foi bloqueada por 17 horas, sob agitação orbital constante, em tampão base 

contendo Tris-HC1 50 mM, pH 7,5, acrescido de 150 mM de NaC1, 0,05% de Tween-

20 (v/v), 100 mM de glicose, 5% de leite desnatado (m/v) e 50 UUmL de 

gonadotrofina coriônica humana (hCG), à temperatura ambiente (25 °C). A 

composição de carboidratos no hCG é semelhante à da fetuína (BLITHE e ILES, 

1995; RATHNAM e SAXENA, 1980). Diante da capacidade do hCG em inibir a 

hemaglutinação na FPRL e da disponibilidade desse hormônio no Laboratório, 

utilizou-se o mesmo para bloqueiar o sítio de ligação a carboidrato das lectinas 

presentes na FPRL. Ao término do periodo de bloqueio, a membrana foi imersa no 

mesmo tampão acrescido de anticorpo primário (IgG de coelho anti-esporamina), 

diluído 1:50, por 2 h, sob agitação orbital constante. Em seguida, a membrana foi 

lavada 5 vezes com o tampão base, a intervalos de 10 min cada lavagem. Ao final, foi 

imersa no tampão base, agora acrescido do anticorpo secundário (IgG de cabra anti-

IgG de coelho conjugada com fosfatase alcalina), diluído 1:20000, por 2 h, sob 

agitação orbital constante. Em seguida, a membrana foi lavada 5 vezes com o tampão 

base, a intervalos de 10 min cada lavagem. Por fim, a reação foi visualizada após a 

adição do substrato para revelação da fosfatase alcalina, composto de um tablete de 

BCIP/NBT (Sigma FASTTM). Após o desenvolvimento da cor, a membrana foi lavada 

com água grau milli-Q. Todo o processo foi realizado à temperatura ambiente (25 °C). 

5.3.23 - Determinação da seqüência de aminoácidos N-terminal 

A seqüência de aminoácidos N-terminal das bandas presentes na FPRL foi 

deteiininada através da degradação de Edman utilizando-se seqüenciador automático 

de proteínas (Shimadzu, modelo PPSQ-21/23). Para tanto, amostra da FPRL acrescida 

de 5 mM de DTT foi submetida à eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo 

SDS e, em seguida, eletrotransferida para membrana de PVDF em uma unidade de 

transferência, usando como tampão Tris-HC1 25 mM/glicina 182 mM, pH 8,3, 

metanol 10%, e SDS 0,1%,. A eletrotransferência foi feita a corrente constante de 80 

mA, por 1,5 h. Ao término, a membrana foi saturada com metanol 100% e, em 

seguida, lavada com água grau milli-Q e corada com "Coomassie Brilliant Blue" R- 
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250 0,1% em metanol 50% e ácido acético 10%, por 15 minutos. Decorrido esse 

tempo, a membrana foi descorada com urna solução de metanol 50% e ácido acético 

10%, tendo sido trocada várias vezes até a visualização das bandas protéicas. As 

bandas correspondente à 44 kDa, 23 kDa e a 20,1 kDa foram recortadas da 

membrana, lavadas várias vezes com água grau milli-Q e submetidas à determinação 

de sua seqüência de aminoácidos N-terminal. As seqüências obtidas foram submetidas 

ao alinhamento automático em bancos de dados de proteínas (http://www.expasy.ch  e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).  

5.3.24 - Atividades biológicas da fração rica em lectina 

5.3.24.1 - Avaliação da toxicidade aguda após administração pela via intra-orbital 

A avaliação da toxicidade aguda foi realizada em camundongos pesando entre 

15,5 —20,5 g. A existência de atividade tóxica aguda foi considerada quando se 

observou alterações no comportamento ou morte dos camundongos, no periodo de 1 h 

após injeção intra-orbital da amostra testada. 

5.3.24.2 - Bioatividade em canal deferente de camundongos 

Amostras de Iasarifolia foram investigadas quanto à atividade na junção 

neuromuscular autonômica adrenérgico-purinérica de canal deferente de 

camundongos, seguindo metodologia descrita por Hughes et al. (1975). 

Camundongos Swiss, albinos, pesando entre 38 e 42 g, foram sacrificados por 

deslocamento cervical e os canais deferentes rapidamente removidos. Um segmento 

de aproximadamente 1 cm de comprimento, livre de tecido adiposo e conjuntivo 

aderentes, bem como de vasos sangüíneos, foi retirado da porção prostática de um dos 

canais. O tecido foi montado sob tensão de repouso de 0,3 g, em uma cuba orgânica 

de 5 mL de volume, contendo solução de Krebs livre de Mg2+, pH 7,4, com a seguinte 

composição: NaC1 118 mM, KC1 4,75 mM, CaC12  2,54 mM, KH2PO4  0,93 mM, 

NaHCO3  24 mM, glicose 11 mM, EDTA 0,027 mM, ácido ascórbico 0,1 M. O meio 

foi mantido a 37 °C e aerado com 95% de 02  e 5% de CO2. 

Os nervos intramurais foram estimulados por campo elétrico produzido por 

pulsos simples retilíneares (voltagem supramáxima, duração de 1 ms, freqüência de 
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0,1 Hz) entre dois eletrodos de platina em foinia de anéis, situados acima e abaixo do 

tecido isolado. As contrações longitudinais foram registradas através da fixação da 

extremidade superior do tecido a um transdutor de força isométrico, o qual foi 

conectado a um amplificador e esse a um registrador. Cada preparação foi 

previamente padronizada quanto à sua sensibilidade, utilizando-se 10 µM de morfina 

(agonista opióide) e, posteriormente, seu antagonista (naloxone, 10 µM). Em seguida, 

a preparação foi lavada por um periodo de 15 min, durante o qual o conteúdo da 

câmara foi completamente substituído a cada 5 min de intervalo. Foram utilizadas 

para teste amostras de extrato bruto nas concentrações de 2,5; 7,5; 25,0; 75,0; 250,0 e 

750,0 µg/mL, e amostras da FPRL nas concentrações de 0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 10,0; 30,0; 

100,0 e 300,0 µg/mL, ambas adicionadas de maneira cumulativa à preparação. O 

efeito de cada dose foi registrado por um intervalo de 10 min. Ao final de cada 

experimento, prosseguia-se lavagem do sistema, a fim de ver a reversibilidade das 

alterações, bem como para confirmar a responsividade da preparação frente à morfina 

10 µM. O efeito de cada concentração testada foi expresso como percentual de 

variação da contração, considerando-se a amplitude da contração imediatamente 

anterior à adição das amostras. 

5.3.24.3 - Bioatividade em rim isolado de ratos 

Ratos Wistar, adultos, machos, pesando entre 240 e 300 g, foram mantidos em 

jejum por 24 h antes dos experimentos e com fornecimento de água ad libitum. 

O sistema utilizado consistiu na perfusão de rim isolado com recirculação 

(FONTELES et al., 1983) com dois subsistemas, um in situ e outro em circuito 

fechado, para perfusão in vitro, mantidos ambos à mesma temperatura de 37 °C. Esse 

sistema apresenta a vantagem da manutenção constante de parâmetros funcionais 

renais com utilização de albumina na solução perfusora, em menor volume, mantendo 

constante as substâncias dialisáveis com oxigenação adaptada ao próprio sistema. 

O sistema foi calibrado sempre antes do início dos experimentos, com o 

objetivo de conhecer o fluxo de perfusão em face da resistência da própria cânula. Foi 

avaliado em cada uma das cinco bombas a pressão de perfusão (PP) em mmHg, o 

fluxo urinário (L/h) e o volume de urina coletado em um minuto (mL/min). 
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A solução perfusora utilizada foi Krebs-Henseleit, pH 7,4, contendo: NaC1 

114 mM; KC1 4,96 mM; CaC12.2H2O 2,1 mM; KH2PO4  1,24 mM; MgSO4.7H2O 0,5 

mM; NaHCO3  24,99 mM; e glicose 3,60 mM. Por fim, a solução perfusora foi 

acrescida de 6,0% de albumina sérica bovina e dialisada por 48 horas antes dos 

experimentos para retirar substâncias contaminantes como citrato, piruvato, lactato 

(HANSON e BALLARD, 1968). Ao final da diálise, 0,5 mg/mL de inulina, um 

polímero de frutose utilizado como marcador de filtração glomerular, foi 

acrescentado. A solução foi mantida a 37 °C e aerada com 95% de 02  e 5% de CO2. 

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico na dose de 50 mg/Kg 

de peso corporal. Inicialmente, foi isolada a veia femoral e administrados 3 mL de 

manitol a 20%, objetivando facilitar o acesso cirúrgico e a fixação da cânula ao ureter. 

Após assepsia da parede abdominal, foi realizada incisão mediana e duas 

incisões perpendiculares à linha alba para uma melhor visualização das estruturas 

anatômicas. Com  o auxílio de uma lupa (7X), a artéria mesentérica superior foi 

identificada e dissecada, bem como o ureter. O rim direito foi descapsulado. A cânula 

renal foi introduzida na artéria mesentérica superior até a artéria renal, onde foi feita a 

fixação da cânula. 

No início do procedimento cirúrgico, uma parte da solução perfusora de 

Krebs-Henseleit, pH 7,4 (40 mL) foi desviada para o sistema de perfuoão in situ, já 

oxigenada, para perfundir o rim ainda in vivo, evitando qualquer isquemia do órgão. 

Finalmente, o rim foi transportado para o sistema de perfuoão in vitro, sem 

interrupção do fluxo. 

Os experimentos foram iniciados após a estabilização e adaptação do órgão às 

novas condições. Os 30 min iniciais foram utilizados como controle interno do 

sistema. Após esse periodo, a FPRL de I. asarifolia, na concentração de 10 µg/mL 

(n=4) foi adicionada. O uso dessa dose se baseou em trabalhos anteriores que 

utilizaram lectinas vegetais em experimentos de perfuoão renal (TEIXEIRA et al., 

2001; HAVT et al., 2003; MARTINS et al., 2005). A cada cinco minutos, foram 

registrados a pressão de perfuoão e o fluxo de perfuoão em manômetro e fluxômetro, 

respectivamente, em um periodo total de 120 min. As amostras de urina e perfusato 

foram coletadas a cada 10 min e, depois, congeladas a -20 °C para posterior dosagem 

de sódio, potássio, cloreto, inulina e osmolaridade, importantes na deteallinação dos 

parâmetros de função renal. As dosagens de sódio, potássio, cloreto foram realizadas 
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em aparelho AVL-9180 Eletrolyte Analyzer utilizando Kit AVLAB Ise Pak (ref DP 

5186) da Diagpack. A inulina foi determinada por hidrólise direta, confoinie 

metodologia descrita por Walser et al. (1955), modificada por Fonteles et al. (1983). 

A osmolaridade foi medida em osmômetro (Wescor, modelo 5100c). 

A seguir, são apresentas as fóiuuulas utilizadas para determinação dos 

parâmetros funcionais renais (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; 

FONTELES, 1980). 

➢ FU (mL.g'.min 1) = Fluxo Urinário 

FU = Peso do volume urinário/Peso do rim esquerdo x 10 

➢ PP (mmHg) = Pressão de perfusão 

* Obtida diretamente através da análise em manômetro de mercúrio. 

➢ FPR (mL.g'.min 1) = Fluxo plasmático renal ou fluxo de perfusão 

* Fluxo registrado a cada 10 min/intervalo de tempo x Peso do rim. 

> RVR (mmHg/mL.g'.min 1) = Resistência vascular renal 

RVR = PP (mmHg)/FPR 

> RFG (mL.g'.min') = Ritmo de filtração glomerular 

RFG =DOUin/ DOPin x FU 

DOUin = Densidade ótica da inulina na urina 

DOPin = Densidade ótica da inulina no perfusato 

> FNa+  = (µEq.g'.min 1) = Sódio filtrado 

FNa+  = RFG x PNa+  

PNa+  = Concentração de sódio no perfusato 

> ENa + = (µEq.g'.min 1 ) = Sódio excretado 

ENa + =FUxUNa+  

UNa+  = Concentração de sódio na urina 



60 

➢ TNa+ = (µEq.g l .min 1) = Sódio transportado 

TNa+ =FNa+ - ENa+ 

➢ %TNa+ = Percentual de sódio transportado 

%TNa+ = TNa+ x 100/FNa+ 

➢ Cosm (mL.g ~.min 1) = Clearance osmótico 

Cosm = (Uosm/Posm ) x FU 

Uosm = Osmolaridade Urinária 

Posm = Osmolaridade do perfusato 

Todos os cálculos que foram realizados para a determinação dos parâmetros 

do sódio, acima citados, foram repetidos para o potássio e o cloro. 

Ao final de cada experimento, um fragmento longitudinal do rim perfundido 

(direito) e não perfundido (esquerdo) foi retirado e colocado em formol a 10%, para 

posterior exame histológico. 

5.3.25 - Marcação das proteínas da fração rica em lectina com FITC 

O isotiocianato de fluoresceína (FITC) é um fluorocromo que tem a 

capacidade de reagir com os grupamentos aminas, sendo dessa fornia amplamente 

utilizados no preparo de proteínas fluorescentes conjugadas. 

Foram pesados 5,0 mg da fração protéica rica em lectina (FPRL) e 

solubilizada em 1,0 mL do tampão carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,5. 

Posteriormente, foi acrescentado 1,0 mg de FITC, ficando a mistura por 1,5 h sob 

agitação, ao abrigo da luz e à temperatura ambiente (25 °C). Ao término do periodo de 

incubação, a amostra foi centrifugada e aplicada em coluna de exclusão molecular 

Hitrap desalting, previamente equilibrada com Tris-HC1 25 mM, pH 7,5. Após 

desprezados os primeiros 1,5 mL, 2,5 mL foram recuperados, em fluxo de 0,5 

mL/min. A fração recuperada foi dividida em alíquotas de 500 µL e congelada a -20 

°C até uso. 
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5.3.26 - Marcação da zona pelúcida com proteínas da fração rica em lectina 

conjugadas ao FITC 

Ovários de cabras obtidos no abatedouro da Embrapa Caprinos foram isolados 

e congelados. Após descongelação, os ovários foram mantidos em NaC1 150 mM e os 

folículos puncionados com auxílio de seringa. Os complexos cumulus-ovócito foram 

separados em placa de Petri e transferidos para tubos tipo eppendorf, onde, sob 

agitação em vortex, por 3 min, foram desnudos. Os ovócitos desnudos foram lavados 

em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, acrescido de 0,4% de albumina sérica bovina. Depois de 

descongelada a solução contendo as proteínas da FPRL conjugadas ao FITC, os 

ovócitos foram transferidos para essa, onde, após duas lavagens sucessivas com novas 

gotas dessa solução, foram deixados em contato com a mesma por 30 min, à 

temperatura ambiente. Ao término do periodo, foram lavados novamente com Tris-

HC1 25 mM, pH 7,5, acrescido de 0,4% de albumina sérica bovina, e levados para 

análise em microscópio óptico em campo claro e sob luz fluorescente. 



6 - RESULTADOS 

E DISCUSSÃO 
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6.1 - Protocolo de purificação da lectina de I. asarifolia estabelecido por Santos 

(2001) 

Para determinar a fração protéica a ser testada nos ensaios biológicos, buscou-

se, inicialmente, seguir o protocolo já estabelecido por Santos (2001), através do qual 

Santos (2001) purificou uma proteína com atividade hemaglutinante, com afinidade à 

fetuína e com massa molecular aparente de 44 kDa. 

0 protocolo consistiu na obtenção do extrato bruto de folhas de L asarifolia 

previamente lavadas, secadas, mergulhadas em nitrogênio liquido, picotadas e 

maceradas. A extração foi feita sob agitação por duas horas, a 4°C, na presença do 

tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, acrescido de PVPP 3%, DTT 5 mM e ácido 

ascórbico 5 mM, na proporção de 1:3 (m:v). O extrato foi filtrado em pano de trama 

fina, centrifugado a 10.000 g, por 30 min e, então, submetido à precipitação com 

sulfato de amônio sólido no intervalo de 0-30%. Após diálise contra Tris-HC1 25 mM, 

pH 7,5, a fração 0-30% foi aplicada em coluna de DEAE-celulose, previamente 

equilibrada com o tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5. A coluna foi, então, percolada 

com esse mesmo tampão até completa remoção das proteínas não retidas. As 

proteínas retidas foram eluídas com o tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, acrescido 

com 600 mM de NaCl. A fração protéica eluída foi dialisada contra água destilada e 

liofilizada. Após resuspensa em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, e centrifugada a 10.000 g, 

por 20 min, a fração foi aplicada em coluna de afinidade Sepharose 4B-fetuína, 

previamente equilibrada com o tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5. A amostra foi 

deixada em contato com a matriz por 1 h, sendo percolada com o mesmo tampão até 

completa remoção das proteínas não retidas. Em seguida, procedeu-se a eluição das 

proteínas retidas com solução tamponada de glicina-HC1 50 mM, contendo NaC1 150 

mM, pH 2,6. 0 fluxo nas duas cromatografias foi de 1 mL/min, sendo recuperados 3 e 

2 mL por fração, respectivamente. O monitorainento da presença de proteína nas 

frações foi realizado através de leitura em espectofotômetro a 280 nm. 

Embora se tenha, inicialmente, conseguido obter leitura a 280 nm na fração 

retida na coluna de Sepharose 4B-fetuína, a natureza pigmentada da fração provinda 

da DEAE-celulose foi aos poucos danificando a capacidade de retenção da coluna. 

Como apenas preparar uma nova coluna não resolveria o problema, alternativas foram 

tentadas para despigmentar as frações que antecediam a cromatografia em Sepharose 

4B-fetuína. 
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6.2 - Despigmentação das folhas de I.asarifolia antes da extração 

A despigmentação das folhas com uma solução de etanol:clorofórmio 3:1 

(v:v), foi atingida com sucesso. A lectina permaneceu ativa após o tratamento, 

apresentando atividade específica de 44,44 UH/mg de proteína, bem próxima da 

amostra controle (50,2 UH/mg de proteína). No entanto, ao se avaliar o rendimento 

das frações após despigmentação das folhas, extração, precipitação com sulfato de 

amônio (0-30%) e cromatografia em DEAE-celulose, apenas foi possível a obtenção 

de 0,03 mg proteína/100 g de farinha de folhas despigmentadas, enquanto na amostra 

controle foram obtidas 14 mg proteína/100 g de farinha. 

Em associação à atividade hemaglutinante e ao rendimento protéico, o perfil 

eletroforético foi, também, avaliado. Foi observada ausência da banda associada à 

lectina, correspondendo a 44 kDa (FIGURA 2, seta). Esses achados foram decisivos 

para abandonar essa alternativa de despigmentação. 

Quanto à persistência de atividade hemaglutinante nessa preparação protéica, 

mesmo na ausência da banda de 44 kDa, foi cogitada, a possibilidade da existência de 

uma outra proteína com atividade hemaglutinante em folhas de I.asarifolia, 

posteriormente sugerida ser a banda de 20,1 kDa (FIGURA 2, seta). 

A título de curiosidade foi verificada a presença de lectina nas sementes de I. 

asarifolia a partir da extração de proteínas com o tampão Tris-HC1 25 mM pH 7,5, na 

proporção de 1:10 (m:v). Observou-se uma fraca atividade específica nesse material, 

0,24 UH/mg de proteína. 

6.3 - Redução na concentração do NaCl no tampão de eluição da DEAE-celulose 

Até então, o tampão de eluição estabelecido anteriormente por Santos (2001) 

para eluição da Fração 0-30% em coluna de DEAE-celulose, ou seja, tampão Tris-

HC1 25 mM, pH 7,5, contendo 600 mM de NaC1, vinha sendo utilizado nesse presente 

trabalho. Ao se testar, alternativamente, a eluição seqüencial com duas concentrações 

inferiores de NaC1, ou sej a, 200 mM e 400 mM, dois picos bem pronunciados foram 

obtidos: um com máximo de absorção superior a 3000 e o outro com 2684 unidades, 

respectivamente, lidos a 280 nm. Após essa eluição seqüencial, nenhum outro pico de 

proteína emergiu quando a coluna foi percolada utilizando o tampão Tris-HC1 
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FIGURA 2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%), na presença de SDS, de amostra 
de extrato bruto (linha 2) em tampão Tris-HC1 25 mM pH 7,5, oriunda de folhas 
despigmentadas de Ipomoea asarifolia. Linha 1 - Marcadores de massa molecular (a-
lactoalbumina — 14,4 kDa, inibidor de tripsina da soja — 20,1 kDa, anidrase carbônica - 30 
kDa; ovoalbumina — 45 kDa, albumina sérica bovina 66 kDa e fosforilase b — 97 kDa). As 
bandas foram reveladas com prata. Setas indicam ausência da banda de 44 kDa e presença da 
banda de 20,1 kDa. Aplicados 2 µg de proteína. 
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contendo 600 mM de NaC1 (FIGURA 3). Quando a atividade hemaglutinante dos dois 

picos protéicos obtidos foi avaliada, somente no pico eluído com 200 mM de NaC1 foi 

detectada a presença de lectina. 

Buscando ver se era possível obter fração ainda menos pigmentada, foram 

testadas concentrações inferiores a 200 mM de NaCl, ou seja, 50 mM e 100 mM de 

NaC1, sendo obtidos dois picos com eluição nessas concentrações (FIGURA 4). A 

atividade hemaglutinante se fez presente nos dois picos e não foi possível, após a 

eluição com 100 mM de NaC1, zerar a leitura a 280 nm, nem tampouco a atividade 

hemaglutinante. Dessa forma, a concentração de 200 mM de NaC1 em Tris-HC1 25 

mM, pH 7,5, mostrou-se a mais apropriada para se obter uma fração menos 

pigmentada e detentora de atividade hemaglutinante. 
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FIGURA 3 — Cromatografia em coluna de DEAE-celulose. Amostra da F0_30%o  (185 mg de 
proteína) oriunda do extrato protéico de folhas não despigmentadas de Ipomoea asarifolia 
precipitado com sulfato de amônio (0-30%) foi aplicada em coluna de DEAE-celulose (2,9 x 
7,5 cm) previamente equilibrada com o tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5. As proteínas 
retidas foram eluídas com o tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, contendo diferentes 
concentrações de NaC1 (200 mM; 400 mM e 600 mM). Fluxo: 1 mL/min; fração: 3 mL. 
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FIGURA 4 — Cromatografia em coluna de DEAE-celulose. Amostra da F0.30^í  (100 mg de 
proteína) oriunda do extrato protéico de folhas não despigmentadas de Ipomoea asarifolia 
precipitado com sulfato de amônio (0-30%) foi aplicada em coluna de DEAE-celulose (2,9 x 
7,5 cm) previamente equilibrada com o tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5. As proteínas 
retidas foram eluídas com o tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, contendo diferentes 
concentrações de NaCl (50 mM e 100 mM). Fluxo: 1 mL/min; fração coletada: 3 mL. 
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6.4 — Avaliação do perfil eletroforético e hemaglutinante de amostras submetidas 

a diferentes colunas cromatográficas 

Estabelecida a melhor estratégia a ser seguida para obtenção do extrato bruto e 

da fração protéica vinda da coluna de DEAE-celulose, foram empregadas outras 

cromatografias, além da Sepharose 4B-fetuína, buscando uma fração protéica rica em 

lectina (FPRL) com alta repetibilidade de obtenção, rendimento aceitável e com 

menor taxa de contaminação por outras proteínas. 

Para tanto, foram testadas cromatografias em colunas de Sepharose 4B-

tripsina, quitina, Sepharose 4B-papaína, Goma de guar, Sepharose 4B-Con-A/Con-Br, 

cromatografias de exclusão molecular em coluna de Sephadex G-100 e em Superose 

12, bem como cromatografia hidrofóbica em coluna de Phenyl Sepharose 6 Fast Flow. 

Inicialmente, alíquotas de uma mesma fração protéica obtida na DEAE-

celulose, eluída com 200 mM de NaC1 em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, com igual 

quantidade de proteína (3,068 mg), foram submetidas, individualmente, às 

cromatografias de afinidade descritas acima. 

Avaliando as cromatografias de afinidade realizadas, através dos ensaios de 

hemaglutinação, foi observada atividade hemaglutinante em todas as frações protéicas 

retidas e eluídas com 100 mM de ácido acético acrescido de 150 mM de NaC1 

(TABELA 1). No entanto, a banda protéica correspondente a 44 kDa, que se refere à 

lectina purificada por Santos (2001), estava presente apenas nas frações adsorvidas 

nas colunas de Sepharose 4B-fetuína, na coluna de quitina e na Sepharose 4B-papaína 

(FIGURAS 5, setas; e FIGURA 6). Dessas, a coluna de Sepharose 4B-papaína foi a 

que mostrou melhor grau de purificação da banda correspondente a 44 kDa (FIGURA 

5, linha 12). Em adição, quando eluída com 100 mM de glicina, pH 11, a coluna de 

Sepharose 4B-papaína proporcionou a obtenção de urna única banda a 44 kDa 

(FIGURA 5, seta linha 13). 
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FIGURA 5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%), na presença de SDS, de amostra 
submetida às cromatografias de afinidade, obtida a partir de coluna de DEAE-celulose eluida 
com 200 mM de NaCI em Tris-HCI 25 mM, pH 7,5 (linhas 2 e 11), do pico retido em 
Sepharose 4B-fetuína eluído com 100 mM de ácido acético acrescido de 150 mM de NaC1, 
pH 3,0 (linha 3), de pico não retido em Sepharose 4B-fetuína (linha 4), de pico retido em 
Sepharose 4B-tripsina eluído com 100 mM de ácido acético acrescido de 150 mM de NaC1, 
pH 3,0 (linha 5), de pico não retido em Sepharose 4B-tripsina (linha 6), de pico retido em 
coluna de quitina eluído com 100 mM de ácido acético acrescido de 150 mM de NaC1, pH 3,0 
(linha 7), de pico não retido em coluna de quitina (linha 8), de extrato bruto de folhas 
pigmentadas (linha 10), de pico retido Sepharose 4B-papaína eluído com 100 mM de ácido 
acético acrescido de 150 mM de NaC1, pH 3,0 (linha 12), de pico retido em Sepharose 4B-
papaína eluído com 100 mM de glicina, pH 11 (linha 13), de pico não retido em Sepharose 
4B-papaína (linha 14), e de marcadores de massa molecular (linhas 1 e 9). As bandas foram 
reveladas com prata. As setas indicam a banda de 44 kDa. Aplicados 3 µg de proteína/poço. 
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FIGURA 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (20,0%), na presença de SDS, de amostra 
submetida à cromatografia de afinidade em goma de guar, obtida a partir de coluna de DEAE-
celulose eluída com 200 mM de NaC1 em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5 (linha 2), do pico retido 
na coluna de goma de guar eluído com 100 mM de galactose (linha 3), do pico retido na 
coluna de goma de guar eluído com 100 mM de ácido acético acrescido de 150 mM de NaC1, 
pH 3,0 (linha 4), do pico retido na coluna de goma de guar eluído com 100 mM de glicina, pH 
11 (linha 5), do pico não retido na coluna de goma de guar (linha 6), e de marcadores de 
massa molecular (linha 1). As bandas foram reveladas com prata. Aplicados 3 µg de proteína 
por poço. 
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Com poucas exceções, a maioria das lectinas são glicoproteínas cujo conteúdo 

de carboidratos pode chegar a mais de 50% da sua massa molecular (SHARON e LIS, 

1989). Santos (2001) observou ser a lectina de 44 kDa urna glicoproteína contendo 

4,4% de carboidratos, sendo 29,2% de manose, 27% de fucose, 23,6% de N-acetil-D-

glicosamina e 20,2% de xilose. Tentando tirar proveito da presença de glicose e 

manose na constituição da lectina, cromatografia de afinidade em Sepharose 4B-

ConA/ConBr de fração obtida em DEAE-celulose eluída com 200 mM de NaC1 em 

Tris-HC125 mM, pH 7,5, foi realizada. 

A fração protéica adsorvida na coluna de Sepharose 4B-ConA/ConBr, após 

eluição com 100 mM de ácido acético contendo 150 mM de NaC1, apresentou 

atividade hemaglutinante (TABELA 1), contudo, a banda protéica correspondente à 

massa molecular de 44 kDa estava ausente (FIGURA 7), sendo detectada presença de 

uma banda protéica à altura do marcador de 20,1 kDa (FIGURA 7, setas indicativas). 

Esta observação reforçou a hipótese, já levantada anteriormente, da presença de uma 

outra lectina nas folhas de I. asarifolia. Foi proposto que pudesse ser essa molécula 

com massa molecular aparente de 20,1 kDa e que pelo fato da mesma ter ficado retida 

na coluna de Sepharose 4B-ConA/ConBr, essa possa a ser uma glicoproteína. 

Reavaliando o gel de eletroforese correspondente a extrato do experimento de 

despigmentação das folhas com etanol-clorofórmio, foi possível constatar também a 

presença de uma banda à altura de 20,1 kDa (FIGURA 2, seta indicativa), fato que 

pode explicar a detecção de atividade hemaglutinante nessa amostra, mesmo estando 

ausente a banda de 44 kDa. Associado a esse achado, urna amostra obtida de coluna 

de DEAE-celulose, após eluição com 200 mM de NaC1 em Tris-HC1 25 mM pH 7,5, 

submetida a cromatografia de afinidade em Sepharose 4B-fetuína (FIGURA 8), 

resultou na purificação de uma proteína coin atividade hemaglutinante e massa 

molecular em torno de 20,1 kDa (FIGURA 9, linha 1). Após transferência desta banda 

protéica para membrana de PVDF e seqüenciamento automático da porção N- 

tenninal, 	20 	resíduos 	de 	aminoácidos 	foram 	obtidos 	— 

AGYTPVLDIGAEVLAAGEPY. Análise desta seqüência em banco de dados 

(www. expasy. ch) revelou 72% de identidade desta proteína com um precursor da 

esporamina B, uma proteína de estocagem de tubérculo 
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FIGURA 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%), na presença de SDS, de amostra 
submetida à cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose 4B-ConA/ConBr, obtida a 
partir de coluna de DEAE-celulose eluída com 200 mM de NaC1 em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5 
(linha 5), de frações obtidas em coluna de Sepharose 4B-ConA/ConBr após eluição com 100 
mM de ácido acético acrescido de 150 mM de NaCl, pH 3,0 (linhas 2, 3 e 4), de pico não 
retido em coluna de Sepharose 4B-ConA/ConBr (linha 7), e de marcador de massa molecular 
(linhas 1 e 6). As bandas foram reveladas com prata. Setas indicam banda de 20,1 kDa. 
Aplicados 3µg de proteína por poço. 

TABELA 1 - Atividade específica e rendimento das cromatografias de afinidade 

Cromatografias UH/mg de proteína µg de proteína* 
Sepharose 4B-fetuína' 36,0 109,9 
Sepharose 4B-tripsina' 459,8 278,4 
Quitinal  1269,5 403,3 
Sepharose 4B-papaína' 629,9 50,8 
Sepharose 4B-papaína2  174, 7 68,7 
Goma de guará  41,6 50,0 
Goma de guar' 298,5 50,0 
Goma de guar2  125,6 60,0 
Sepharose 4B-ConA/ConBr' 3018,30 202,1 
* µg de proteína recuperada após eluição. 
1  Eluída com 100 mM de ácido acético acrescido de 150 mM de NaCl, pH 3,0. 
2  Eluída com 100 mM de glicina, pH 11. 
3  Eluída com 100 mM de galactose. 
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FIGURA 8 — Cromatografia em coluna de Sepharose 4B-felaína. Amostra (15,34 mg de 
proteína) obtida a partir de coluna de DEAE-celulose eluída com 200 mM de NaC1 em Tris-
HC1 25 mM, pH 7,5, foi aplicada em coluna de Sepharose 4B-fetuína (1,7 x 6,5 cm) 
equilibrada com tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5. As proteínas retidas foram eluidas com 
100 mM de ácido acético acrescido de 150 mM de NaC1, pH 3,0. Fluxo: 1 mL/min; fração 
coletada: 2 mL. 
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FIGURA 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%), na presença de SDS, de pico 
retido em coluna de Sepharose 4B-fetuína eluído com 100 mM de ácido acético acrescido de 
150 mM de NaC1, pH 3,0 e de marcadores de massa molecular (linha 2). As bandas foram 
reveladas com prata. Seta indica banda de 20,1 kDa. Aplicados 3 µg de proteína. 
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de batata doce, Ipomoea batatas (SHEWRY, 2003), formada por 216 resíduos de 

aminoácido, sendo observada a similaridade entre os resíduos 39 e 55. 0 perfil 

cromatográfico, com uma única banda à eletroforese, não se repetiu após outras 

cromatografias realizadas na coluna de Sepharose 4B-fetuína. 

A utilização da coluna de afinidade Sepharose 4B-tripsina se baseou nos 

achados obtidos a partir do seqüenciamento da banda protéica de 20,1 kDa. Na 

literatura, é atribuída à esporamina atividade de inibidor de tripsina (YEH et al., 

1997). Buscando isolá-la da outra banda com atividade hemaglutinante, foi testada 

essa cromatografia. Embora haja a separação das duas bandas entre o pico retido e o 

não retido, no material protéico advindo da DEAE-celulose após eluição com 200 

mM de NaC1 em Tris-HC1 25 mM pH 7,5, existem outras proteínas com afinidade à 

tripsina além da proteína de 20,1 kDa (FIGURA 5, linha 5), fato que inviabiliza a 

purificação dessa proteína de 20,1 kDa utilizando apenas essa matriz. 

Baseado nos resultados obtidos nas cromatografias de afinidade avaliadas por 

eletroforese, foi selecionada a cromatografia de afinidade Sepharose 4B-papaína para 

compor o protocolo de isolamento da fração protéica rica em lectina, após a amostra 

da F030%  ser submetida à coluna de DEAE-celulose e eluída com 200 mM de NaC1 em 

Tris-HC1 25 mM, pH 7,5. No entanto, após várias cromatografias utilizando essa 

coluna, a capacidade de retenção da lectina pela coluna Sepharose 4B-papaína foi 

reduzida até não mais se obter pico retido. Foi descartada então a utilização de 

cromatografias de afinidade e se buscou outras cromatografias, como a de exclusão 

molecular. Inicialmente, a Sephadex G-100 foi testada. Essa coluna tem, 

teoricamente, a capacidade de separar entre si moléculas com massa molecular 

inferior a 150 kDa. No entanto, os picos 1, 2 e 3 obtidos (FIGURA 10), advindos a 

partir de amostra de DEAE-celulose eluída com 200 mM de NaC1 em Tris-HC1 25 

mM pH 7,5, apresentaram, todos, tanto atividade hemaglutinante como a presença da 

banda correspondente a 44 kDa (FIGURA 11, setas indicativas). 
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FIGURA 10 — Cromatografia em coluna de exclusão molecular Sephadex G-100. A amostra 
aplicada na coluna de Sephadex G-100 foi obtida a partir de coluna de DEAE-celulose eluída 
com 200 mM de NaC1 em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5. A coluna Sephadex G-100 (1,6 x 95 cm) 
foi previamente equilibrada com o tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5 e, após aplicação da 
amostra (5,34 mg de proteína), percolada o mesmo tampão, dando origem a três picos 
(Pico 1, 2 e 3). Fluxo: 0,5 mL/min; fração coletada: 2,5 mL. 
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FIGURA 11 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%), na presença de SDS, de picos 
obtidos de cromatografia em Sephadex G-100 percolada com o tampão Tris-HC125 mM, pH 
7,5. Pico 1 (linha 2). Pico 2 (linha 3). Pico 3 (linha 4), e marcadores de massa molecular 
(linha 1). As bandas foram reveladas com prata. Setas indicam banda de 44 kDa. Aplicados 3 
µg de proteína por poço. 
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Foi testada também cromatografia de exclusão molecular em coluna de 

Superose 12, acoplada a um sistema FPLC. Três frações (FIGURA 12, frações 9, 10 e 

11 - setas indicativas), correspondentes à subida do pico de maior área (Pico II), 

apresentando atividade hemaglutinante foram detectadas. Por eletroforese na presença 

de SDS, a banda de 44 kDa foi visualizada nas três frações correspondentes (FIGURA 

13, setas), bem como na fração subseqüente (fração 12), porém, nesta última, não 

sendo detectada atividade hemaglutinante Nova cromatografia foi realizada, sendo 

repetido o mesmo perfil de eluição, de atividade hemaglutinante e eletroforético. 

Utilizou também cromatografia hidrofóbica em coluna de Phenyl Sepharose 6 

Fast flow. Após aplicação da amostra de DEAE-celulose eluida com 200 mM de NaC1 

em Tris-HC1 25 mM pH 7,5, as proteínas retidas foram eluídas da coluna, 

seqüencialmente, com três tampões: primeiro o tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, 

acrescido de 100 mM de sulfato de amônio, seguindo do tampão Tris-HC1 25 mM, pH 

7,5, e, posteriormente, água destilada. Foram obtidos três picos, todos com atividade 

hemaglutinante. Avaliação dos picos através de eletroforese desnaturante, em 

presença de SDS, revelou que o primeiro pico, além de apresentar as bandas protéicas 

com atividade hemaglutinante (44 kDa e 20,1 kDa), possuía, também, menor grau de 

contaminação por outras proteínas. Destacava-se, além das duas bandas, uma banda 

protéica à altura, aproximada, de 23 kDa (FIGURA 14, setas linha 3). 
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FIGURA 12 — Cromatografia de exclusão molecular em coluna Superose 12 para FPLC. A 
amostra aplicada nessa coluna foi obtida a partir de coluna de DEAE-celulose eluída com 200 
mM de NaC1 em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5. A coluna foi previamente equilibrada com o 
tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5 e, após aplicação da amostra (0,350 mg de proteína), 
percolada com o mesmo tampão. Fluxo de 0,5 mL/min; fração coletada: 1,5 mL. Setas 
indicam frações 9, 10 e 11. 
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FIGURA 13 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%), na presença de SDS, de amostra 
aplicada em coluna de exclusão molecular (Superose 12) obtida a partir de coluna de DEAE-
celulose eluida com 200 mM de NaC1 em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5. Frações 8, 9, 10, 11 e 12 
(linhas 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente) obtidas após percolação com o tampão Tris-HC1 25 
mM, pH 7,5, e marcadores de massa molecular (linha 6). Fluxo: 0,5 mL/min; fração coletada: 
1,5 mL. As bandas foram reveladas com prata. As setas indicam a banda de 44 kDa. 
Aplicados 3 µg de proteína por poço 
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FIGURA 14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15,0%), na presença de SDS, de amostra 
aplicada na coluna de Phenyl Sepharose 6 Fast Flow, obtida a partir de coluna de DEAE-
celulose eluída com 200 mM de NaC1 em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5 (linha 2), de pico retido 
em coluna de Phenyl Sepharose 6 Fast Flow eluido com Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, acrescido 
de acrescido de 100 mM de sulfato de amônio (linha 3), de pico retido eluido com Tris-HC1 
25 mM, pH 7,5 (linha 4), de pico retido eluido com água destilada (linha 5), de pico não 
retido (linha 6), e de marcadores de massa molecular (linha 1). As bandas foram reveladas 
com prata. Setas indicam bandas de 20,1, 23 e 44 kDa. Aplicados 3 de proteína por poço. 
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6.5 - Indução da expressão da lectina mediante aplicação foliar de ácido 

jasmônico ou injúria mecânica 

Com base nos resultados obtidos até então, ficou claro haver no material 

protéico oriundo das folhas de Lasarifolia duas proteínas com atividade 

hemaglutinante, com uma delas apresentando 72% de identidade da seqüência N-

terminal com a esporamina de I batatas. Analisando a literatura sobre I. batatas, foi 

constatado que essa espécie também apresenta, além da esporamina (25 kDa), uma 

proteína de 18 kDa, a ipomoelina, com atividade hemaglutinante (IMANISHI et al., 

1997). Buscando entender melhor essas proteínas da I.batatas, foi visto, através de 

revisão da literatura, que as mesmas foram induzidas na folha pela injúria mecânica 

(IMANISHI et al., 1997; WANG, et al., 2002; CHEN et al., 2005) e que o 

metiljasmonato estaria envolvido na indução da ipomoelina, mas não da esporamina 

(IMANISHI et al., 1997). No entanto, posterioimente, Wang et al. (2002) observaram 

que o metiljasmonato estaria, também, envolvido na indução da esporamina. 

Com base nos achados acima, foi levantada a hipótese de que as proteínas de 

I.asarifolia poderiam responder, de maneira semelhante, à injúria mecânica e ao 

tratamento das folhas com ácido jasmônico (100 uM em 0,05% de etanol), 

influenciando, assim, na expressão da atividade hemaglutinante. Foi observado que o 

simples cultivo das folhas destacadas no escuro e a 25 °C (grupo controle) foi 

suficiente para elevar a atividade hemaglutinante específica já a partir de 48 h do 

início do cultivo. Nas folhas injuriadas, o aumento na atividade foi visto apenas às 72 

h e, nesse periodo, a atividade foi superior ao grupo controle (P<0,05, FIGURA 15). 

O uso de etanol 0,5% também elevou a atividade específica, tendo sido observado 

aumento a partir de 72 h. No grupo tratado com ácido jasmônico, esse aumento 

somente foi observado as 24 h (FIGURA 16). Dessa fornia, assim como na I. batatas, 

a atividade hemaglutinante na I. asarifolia também pode ser induzida. 

Diante da maior atividade específica ter sido observada às 72 h após injúria 

mecânica, bem como ter esse grupo apresentado baixo coeficiente de variação 

associado ao baixo custo da técnica, essa metodologia foi adotada para obtenção da 

fração protéica rica em lectina. 
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FIGURA 15 — Atividade hemaglutinante específica (UH/mg de proteína) em extratos de 
folhas de I. asarifolia cultivadas a 25 °C, no escuro, por 0, 24, 48, 72 e 96 h. Controle — folhas 
não tratadas. Injúria — folhas mecanicamente injuriadas. Letras diferentes indicam diferença 
estatística (P<0,05) entre os tempos de cultivo e o tempo de 0 h no mesmo tratamento. 
Asterisco indica diferença estatística entre o grupo tratado e o não tratado no mesmo tempo de 
cultivo. (P<0,05). Teste t-Student. 
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FIGURA 16 - Atividade hemaglutinante específica (UH/mg de proteína) em extratos de 
folhas de I. asarifolia cultivadas a 25 °C, no escuro, por 0, 24, 48, 72 e 96 h. Etanol — folhas 
tratadas com 0,5% de etanol. AJ — folhas tratadas com 100 p.M de ácido jasmônico diluído em 
0,5% de etanol. Letras diferentes indicam diferença estatística (P<0,05) entre os tempos de 
cultivo e o tempo de 0 h no mesmo tratamento. Teste t-Student. 
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Na busca do perfil eletroforético das frações obtidas após indução, três 

extrações distintas de grupo controle (sem injúria) e de grupo mecanicamente 

injuriado foram realizadas. 

A média da atividade específica das frações protéicas mostrou, claramente, 

haver aumento da atividade em todas as frações após a injúria em relação às mesmas 

frações do grupo controle. Ou seja, 551,25 UH/mg de proteína, 3607,90 UH/mg de 

proteína, 11873,10 UH/mg de proteína e 4889,07 UH/mg de proteína, 

respectivamente, para as amostras do extrato bruto, da Fo_30%o,  da DEAE-celulose e da 

Phenyl Sepharose do grupo mecanicamente injuriado versus 141,07 UH/mg de 

proteína, 339,24 UH/mg de proteína, 341,16 UH/mg de proteína e 320,84 UH/mg de 

proteína, respectivamente, para as amostras do extrato bruto, da Fo_30%o,  da DEAE-

celulose e da Phenyl Sepharose do grupo controle. Foi verificado, também, que a 

atividade hemaglutinante no grupo controle era devido à presença da banda protéica 

de 44 kDa, já que na amostra controle 3 (C3), a qual não apresentava atividade 

hemaglutinante após DEAE-celulose e Phenyl Sepharose, não se observou a presença 

da banda de 44 kDa (FIGURAS 17 e 18, seta linha 3). Quanto à atividade 

hemaglutinante após a injúria, essa parece receber um incremento com a indução da 

banda de 20,1 kDa (FIGURAS 17 e 18, setas linhas 5 e 7). 

É sabido da existência de genes que são dependentes da luz para se 

expressarem (RAKWAL et al., 2001). Objetivando verificar se a luz teria algum 

efeito na indução da lectina após injúria, novo experimento foi conduzido, onde folhas 

controle (sem injúria) e injuriadas foram cultivadas na presença de luz com 

intensidade luminosa de 90 ± 5 pE.m 2.s 1, a 27 °C, e com fotoperiodo de 12 h luz/12 h 

escuro. Um terceiro grupo foi injuriado mecanicamente e cultivado no escuro por 72 h 

como já preconizado. Uma resposta bem diferente, comparada ao início do cultivo, foi 

observada. A atividade hemaglutinante inexistiu nas amostras injuriadas e cultivadas 

na presença de luz por 24, 72 e 96 h. No entanto, as 48 h do cultivo na luz do grupo 

injuriado, a atividade se mostrou superior à atividade às 72 h do grupo injuriado 

cultivado no escuro, e com alta repetibilidade entre as amostras. À eletroforese, não se 

conseguiu visualizar as bandas de 44 kDa e de 20,1 kDa, a pigmentação do extrato 

bruto impediu a distinção entre as proteínas no gel. Optou-se pelo cultivo no escuro, 

com coleta das folhas após 72 h, para compor metodologia de obtenção da FPRL. 



1 	2 

(kDa) ... ~ 

66,0 

45,0 

30,0 

20,1 

14,4 

82 

4 5 6 7 

FIGURA 17 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15,0%), na presença de SDS, de 
amostras obtidas a partir de coluna de DEAE-celulose eluída com 200 mM de NaC1 em 
Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, de folhas não submetidas à injúria ou grupo controle (linhas 1, 2 
e 3), de amostras obtidas a partir de coluna de DEAE-celulose eluída com 200 mM de 
NaC1 em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, de folhas submetidas a injúria mecânica e cultivo por 
72 h no escuro (linhas 5, 6. e 7), e de marcador de massa molecular (linha 4). As bandas 
foram reveladas com prata. Seta linha 3 indica ausência da banda de 44 kDa. Seta linha 5 
indica presença da banda de 20,1 kDa. Aplicados 3 µg de proteína por poço. 
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FIGURA 18 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15,0%), na presença de SDS, de 
amostras obtidas em coluna de Phenyl Sepharose eluída com Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, 
acrescido de 100 mM de sulfato de amônio, de folhas não submetidas à injúria ou grupo 
controle (linhas 1, 2 e 3), amostras obtidas em coluna de Phenyl Sepharose eluída com Tris-
HC1 25 mM, pH 7,5, acrescido de 100 mM de sulfato de amônio, de folhas submetidas a 
injúria mecânica e cultivo por 72 h no escuro (linhas 5, 6. e 7), e de marcadores de massa 
molecular (linha 4). As bandas foram reveladas com prata. A seta na linha 3 indica ausência 
da banda de 44 kDa. As setas nas linhas 5 e 7 indicam presença da banda de 20,1 kDa. 
Aplicados 3µg de proteína por poço. 
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6.6 - Especificidade lectínica 

Amostra de extrato bruto obtida após injúria das folhas e cultivo no escuro por 

72 h, contendo 1024 UH/mL, perdeu por completo sua atividade hemaglutinante após 

fervura a 100 °C, por 20 minutos, mostrando que esta atividade estava associada à 

presença de moléculas protéicas ativas. Em adição, a atividade nessa amostra não foi 

inibida por açúcares simples, mas apenas por fetuína (0,22 µg fetuína4tg de proteína 

do extrato bruto), reforçando que a indução elevou a atividade hemaglutinate de 

lectinas com a mesma especificidade já anteriormente atestada. 

Para verificar se a fração 0-30%, obtida após injúria das folhas, cultivo no 

escuro por 72 h e precipitação com sulfato de amônio, continuava sendo a mais 

apropriada para o isolamento da FPRL, a precipitação foi levada à frente nas faixas de 

30-60% e 60-90%, bem como cromatografadas em DEAE-celulose. Nessas frações, a 

atividade hemaglutinante foi mensurada e o perfil eletroforético analisado. 

Embora a atividade hemaglutinante estivesse presente em todas as frações, a 

fração 0-30% foi a que possibilitou a obtenção, após sua aplicação em DEAE-

celulose, da maior atividade específica, 3438,55 UH/mg de proteína, versus 7,67 e 

9,16 UH/mg de proteína nas frações 30-60% e 60-90%, respectivamente, da mesma 

forma cromatografadas. O perfil protéico na eletroforese desnaturante (FIGURA 19) 

reforçou esse dado, sendo bem mais evidente a banda de 44 kDa, após cromatografia 

em DEAE-celulose da fração 0-30% (FIGURA 19, seta linha 4) em relação às 

amostras de DEAE-celulose das frações 30-60% e 60-90% (FIGURA 19, setas linhas 

7 e 9, respectivamente). O sobrenadante obtido após centrifugação para aquisição da 

última fração (F60.90%o),  não apresentou atividade hemaglutinante, estando ausentes na 

eletroforese as bandas correspondente a 44 kDa e a 20,1 kDa (FIGURA 19, linha 10) 
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FIGURA 19 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%), na presença de SDS, de amostra 
de extrato bruto (linha 2), de Fração 0-30%  (linha 3), de pico de DEAE-celulose da F0_30% eluído 
com 200 mM de NaC1 em tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5 (linha 4), de Fração 30.60%  (linha 
6), de pico de DEAE-celulose da F30-60%  eluído com 200 mM de NaC1 em tampão Tris-HC125 
mM, pH 7,5 (linha 7), de Fração 60-90%  (linha 8), de pico de DEAE-celulose da F60_90%  eluído 
com 200 mM de NaC1 em tampão Tris-HC1 25 mM, pH 7,5(linha 9), do sobrenadante após 
F60-90% (linha 10), e de marcadores de massa molecular (linhas 1 e 5). As bandas foram 
reveladas com prata. Setas indicam banda de 44 kDa. Aplicados 3 µg de proteína por poço. 
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6.7 — Reestruturação do protocolo de isolamento da FPRL 

De posse dos resultados descritos anterioiuiente, o protocolo de isolamento da 

FPRL foi reestruturado. 

Folhas coletadas de plantas distribuídas pelo Campus do Pici, na UFC, foram 

lavadas em água corrente, seguido de água destilada, secadas com papel toalha, 

injuriadas com um perfurador em quatro pontos eqüidistantes (6 mm de diâmetro 

cada) e acondicionadas em saco plástico contendo três papéis de germinação 

umedecidos com água destilada autoclavada, 2,5 de saturação. Depois de vedados, os 

sacos foram mantidos no escuro, a 25 °C, por 72 h. Ao final do cultivo, as folhas 

inteiras foram submetidas à extração com Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, por 2 h, a 4 °C, 

sob agitação constante. O extrato foi filtrado em pano de trama fina, centrifugado e o 

sobrenadante precipitado com sulfato de amônio na faixa de 0-30%. Após 12 h, o 

precipitado obtido por centrifugação foi dialisado contra água destilada, liofilizado, 

resuspenso em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, centrifugado, e aplicado na coluna de 

DEAE-celulose. O pico retido foi eluído com 200 mM de NaCI em Tris-HC1 25 mM, 

pH 7,5, dialisado contra água destilada e liofilizado. O liofilizado foi, então, 

resuspenso em Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, acrescido com 420 mM de sulfato de 

amônio, aplicado em coluna de Phenyl Sepharose 6 Fast flow, e o pico retido eluído 

com Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, contento 100 mM de sulfato de amônio. Após diálise 

contra água destilada e liofilização, chamou-se essa fração obtida de fração protéica 

rica em lectina (FPRL) a qual foi usada para ensaios biológicos e para caracterização 

fisico-química e bioquímica. O perfil eletroforético da FPRL pode ser visualizado na 

Figura 20. 
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FIGURA 20 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15,0%), na presença de SDS, da fração 
protéica rica em lectina (FPRL) utilizada nos ensaios biológicos, obtida a partir de coluna de 
Phenyl Sepharose eluída com Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, acrescido de 100 mM de sulfato de 
amônio (linha 2) , e de marcador de massa molecular (linha 1). As bandas foram reveladas 
com prata. Aplicados 3 µg de proteína. 
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6.8 - Efeito tóxico da I. asarifolia 

Sendo a I. asarifolia uma planta classificada como neurotóxica (TOKARNIA 

et al., 2000), e associando-se a isso os resultados obtidos por Santos (2001), buscou-

se comprovar a hipótese de que o efeito tóxico da I. asarifolia é devido à proteínas) 

com atividade heinaglutinante. 

Foi possível observar os efeitos tóxicos da FPRL (0,1033 mg de proteína/mL) 

após a administração intra-orbital em camundongos de 5 µg de proteína/g de peso 

corporal. Os animais apresentaram ataxia e perda do equilíbrio, não sendo observado 

óbito. 

Outras espécies do gênero Ipomoea, corno a I. carnea ssp fistulosa 

(TOKARNIA et al., 2000; HUEZA et al., 2005), I. sericophylla e I. riedelii 

(BARBOSA et al., 2006) também causam alterações no sistema nervoso. Nessas o 

princípio tóxico é atribuído a dois alcalóides identificados como indolizidina 

(swainsonina) e nortropane (calysteginas B1 , B2, B3  e C1). No entanto, Medeiros et al. 

(2003b) avaliando os efeitos tóxicos da I. asarifolia em caprinos, não detectaram a 

presença de calysteginas ou de swainsoninas, sugerindo ser a causa da síndrome 

treinogênica observada, uma fitotoxina ou micotoxina presente nas folhas. 

Para verificar a existência ou não de compostos secundários nas amostras da 

FPRL, as mesmas foram submetidas à análise por ressonância magnética nuclear 

(RMN). Não foi detectada a presença de compostos secundários na amostra utilizada 

nos ensaios biológicos, resultado que contribuiu para reforçar nossa hipótese. 

Objetivando verificar o efeito direto da amostra de FPRL sobre o sistema 

nervoso autônomo, foi realizado um ensaio mais específico, mediante o uso do canal 

deferente de camundongos, modelo clássico corriqueiramente usado para elucidação 

da transmissão neuromuscular autônoma. Tanto foram analisadas amostras de extrato 

bruto como da FPRL. As duas preparações foram efetivas em causar redução na 

contração muscular, o que mede, indiretamente, inibição na neurotransmissão 

autônoma. Foi observado, também, que as amostras testadas foram capazes de inibir 

as contrações em todas as concentrações testadas; sendo o percentual de inibição 

crescente com o aumento da concentração, efeito concentração-dependente (FIGURA 

21). Foram utilizadas para teste amostras nas concentrações de 2,5; 7,5; 25,0; 75,0; 

250,0 e 750,0 µg/mL de amostra de extrato bruto, e 0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 10,0; 30,0; 
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100,0 e 300,0 µg/mL de amostra da FPRL, ambas adicionadas de maneira cumulativa 

à preparação. A inibição das contrações foi quase completamente revertida após três 

lavagens da preparação. 

Aliado a esse achado, foi possível verificar aumento da ação inibitória quando 

uma amostra mais pura, foi utilizada, no caso a FPRL em relação ao extrato bruto. A 

concentração efetiva (CE50) do extrato bruto de folhas de Lasarifolia foi de 52,2 

µg/mL, variando de 13,4 a 203,9 µg/mL, e a CE50  da FPRL foi de 29,8 µg/mL, com 

variação de 17,8 a 49,9 µg/mL e intervalo de confiança de 95%. 

Segundo Jenkinson et al. (1995), potência é uma expressão da atividade de 

uma droga em termos da concentração necessária para produzir um efeito definido. A 

FPRL foi mais potente que o extrato bruto, visto que sua CE50  foi quase duas vezes 

menor que a do extrato bruto, ou seja, sendo necessária quase o dobro da 

concentração protéica de extrato bruto em relação à FPRL para causar inibição de 

50% da contração no músculo do vaso deferente. Esse achado sugere que o princípio 

tóxico da I. asarifolia seja uma proteína com atividade hemaglutinante,' pois o 

aumento de seu grau de purificação na FPRL coincide com o aumento da atividade 

tóxica. 

Dentre os glicoconjugados testados capazes de inibir a hemaglutinação da 

lectina da salsa, fetuína mostrou maior efetividade (SANTOS, 2001), sendo este fato 

confirmado no presente trabalho. A fetuína é uma sialoglicoproteína e se constitui no 

maior componente glicoprotéico do soro fetal bovino. A principal característica da 

fetuína é a sua carga negativa associada à presença de ácido siálico nas extremidades 

não redutoras das O- e N- glicanas (ASHIDA et al., 2000). 

A maior parte dos sólidos do sistema nervoso (40 a 65%) consiste em lipídios 

complexos (SWENSON, 1988). Desses, os fosfolipideos e os glicolipídios são os 

componentes principais da mielina e das membranas neuronais. Dentre os 

glicolipídios estão os gangliosídeos, os quais são glicosfingolipídeos compostos de 

uma cadeia oligossacaridica hidrofilica, caracterizados pelos resíduos de ácido siálico 

ligados a uma molécula lipofilica. 
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FIGURA 21 — Efeito da fração protéica rica em lectina (FPRL) e do extrato bruto de I. 
asarifolia na contração neurogênica em músculo do canal deferente. Foram testadas 
concentrações cumulativas de 0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 10,0; 30,0; 100,0 e 300,0 µg/mL da FPRL e 
concentrações cumulativas de 2,5; 7,5; 25,0; 75,0; 250,0 e 750,0 µg/mL de extrato bruto. 
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Em adição, uma classe importante de proteínas neurais são as glicoproteínas, 

as quais foiinam complexos globulares protéicos embebidos nas membranas neurais. 

Projetando-se a partir do corpo principal da molécula para dentro do espaço 

extracelular, encontram-se resíduos de ácido siálico (ácido neuramínico). A carga 

eletrostática negativa do ácido siálico e a ampla variedade de confoiniações das 

glicoproteínas está envolvida nas reações de receptor com hoimônios, transmissores e 

neurotoxinas (S WENS ON, 1988). 

Tais caracteristicas das glicoproteínas e glicolipídeos neurais, em 

apresentarem ácido siálico em sua estrutura, assim como constatado na fetuína, 

glicoproteína que inibe a hemaglutinação da lectina de I. asarifolia, podem subsidiar a 

explicação da afinidade da lectina pelo sistema nervoso, órgão no qual ela exerce seu 

principal efeito tóxico. 

Pinheiro e Santa Rosa (1996a), bem corno Santos (2001), relatam em seus 

achados, após administração oral de I. asarifolia, alterações histopatológicas no rim 

corno: destruição dos glomérulos, degeneração e necrose das células epiteliais de 

revestimento dos túbulos da zona cortical e medular. No intuito de reforçar a hipótese 

do presente trabalho, foram avaliados os parâmetros renais após adição da FPRL no 

líquido de perfusão renal, bem como alterações histológicas nos rins perfundidos. A 

perfusão de rins isolados tem sido extensivamente utilizada como modelo de estudo 

dos efeitos renais de substâncias biologicamente ativas, evitando, assim, a 

interferência da ação sistêmica. 

Previamente testou-se a capacidade das lectinas presentes na FPRL de se 

ligarem à inulina. Foi utilizada concentração de inulina de 1 mg/mL, dissolvida em 

solução de NaC1 150 mM. Não foi observada inibição na hemaglutinação em relação 

ao controle. 

Lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr), de Canavalia ensiformis (ConA) e 

de Dioclea guianensis (DGA), que têm afinidade por resíduos de glicose/manose, e a 

lectina de Vatairea macrocarpa, com afinidade por galactose, foram avaliadas em 

sistema de perfusão renal. Foi observado que essas lectinas provocavam aumento na 

pressão de perfusão (PP) e na resistência vascular renal (RVR) (TEIXEIRA et al., 

2001; HAVT et al., 2003; MARTINS et al., 2005). No entanto, o rim perfundido com 

a FPRL de I. asarifolia (10 µg/mL), não mostrou alteração significativa (P>0,05) na 

pressão de perfusão ou na resistência vascular renal, indicando que essa fração 
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protéica não tem efeito vascular (FIGURAS 22 e 23), fato que pode, em parte, ser 

explicado pela sua especificidade, ou seja, as lectivas da FPRL não apresentam 

afinidade por glicose, manose, nem por galactose. Quanto ao fluxo urinário, esse 

mostrou-se significativamente (P<0,05) elevado a partir dos 60 minutos (FIGURA 

24). Também, o ritmo de filtração glomerular (RFG) foi significativamente (P<0,05) 

elevado aos 120 min (FIGURA 25). Já o transporte tubular de sódio, potássio e cloro 

sofreu redução significativa (P<0,05) aos 90 min (FIGURAS 26, 27 e 28). Aos 120 

min, o transporte de sódio ainda se mantinha baixo em relação ao controle interno do 

sistema. Quanto ao "clearance" osmótico, esse se elevou significativamente (P<0,05) 

a partir dos 60 minutos (FIGURA 29). 

Em geral, quando o RFG aumenta, a reabsorção tubular de sódio aumenta 

proporcionalmente (SWENSON, 1988). Essa proporcionalidade é denominada de 

equilíbrio glomerulotubular. No entanto, embora no experimento o RFG tenha 

aumentado aos 120 min, a reabsorção de sódio se manteve baixa, indicando mudanças 

na capacidade de reabsorção de sódio, principalmente no túbulo proximal. 

Quanto aos achados histopatológicos, o rim esquerdo, não perfundido, não 

apresentou alterações histológicas visíveis ao microscópio óptico (FIGURA 30, A). 

Quanto ao rim direito perfundido, poucas alterações foram detectadas no material 

analisado, variando de acordo com o experimento em deposição protéica tubular e/ou 

glomerular (FIGURA 30, B). Nas lâminas analisadas, não foram detectadas alterações 

nos interstícios nem nos vasos. 
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FIGURA 22 — Pressão de perfusão (mmHg) de rins perfundidos com 10 µg/mL de fração 
protéica rica em lectina de I. asarifolia. Valores dos periodos 60, 90 e 120 min comparados 
com o controle interno do sistema: 30 min (P>0,05). Teste t-Student. 
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FIGURA 23 — Resistência vascular renal — RVR (mmHg/mL.g'.min') em rins perfundidos 
com 10 µg/mL de fração protéica rica em lectina de I. asarifolia. Valores dos periodos 60, 90 
e 120 min comparados com o controle interno do sistema: 30 min (P>0,05). Teste t-Student. 
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FIGURA 24 — Fluxo urinário — FU (mL.g"'.min') em rins perfundidos com 10 µg/mL de 
fração protéica rica em lectina de I. asarifolia. Valores dos periodos 60, 90 e 120 min 
comparados com o controle interno do sistema: 30 min (P<0,05). Teste t-Student. 
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FIGURA 25 — Ritmo de filtração glomerular - RFG (/mL.g l .min 1 ) em rins perfundidos com 
10 µg/mL de fração protéica rica em lectina de I. asarifolia. Valores dos periodos 60, 90 e 
120 min comparados com o controle interno do sistema: 30 min (P<0,05). Teste t-Student. 

100- 

FIGURA 26 — Percentual de transporte tubular de sódio (%TNa+) em rins perfundidos com 10 
µg/mL de fração protéica rica em lectina de I. asarifolia. Valores dos periodos 60, 90 e 120 
min comparados com o controle interno do sistema: 30 min (P<0,05). Teste t-Student. 
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FIGURA 27 — Percentual de transporte tubular de potássio (%TK+) em rins perfundidos com 
10 µg/mL de fração protéica rica em lectina de I. asarifolia. Valores dos periodos 60, 90 e 
120 min comparados com o controle interno do sistema: 30 min (P<0,05). Teste t-Student. 
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FIGURA 28 — Percentual de transporte tubular de cloreto (%TC1-) em rins perfundidos com 
10 µg/mL de fração protéica rica em lectina de I. asarifolia. Valores dos periodos 60, 90 e 
120 min comparados com o controle interno do sistema: 30 min (P<0,05). Teste t-Student. 

FIGURA 29 — Clearance osmótico- Cosm (mL.g l.min') em rins perfundidos com 10 i.g/mL 
de fração protéica rica em lectina de I. asarifolia. Valores dos períodos 60, 90 e 120 min 
comparados com o controle interno do sistema: 30 min (P<0,05). Teste t-Student. 

FIGURA 30 — Corte histológico de rim de rato. A: controle (rim esquerdo não perfundido). B: 
rim direito perfundido apresentando discreto depósito protéico no glomérulo e túbulos renais. 
(400X). 
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6.9 — Digestibilidade in vitro da FPRL 

Nas etapas anteriores, foi observado que na FPRL obtida a partir da coluna de 

Phenyl Sepharose está contido o provável princípio tóxico da salsa, sendo o mesmo de 

origem protéica. A atividade tóxica da salsa, relatada na literatura, é observada após a 

ingestão da planta (PINHEIRO e SANTA ROSA, 1996a; MEDEIROS et al., 2003b). 

É sabido da resistência de lectinas à proteólise (OLIVEIRA et al., 2004). Para 

verificar se os efeitos tóxicos da salsa poderiam ocorrer devido à indigestibilidade da 

lectina de salsa frente à ação de enzimas digestivas encontradas no trato digestório de 

animais monogástricos, a atividade hemaglutinate foi avaliada após ensaio de 

digestibilidade in vitro. Ao acrescentar à amostra da FPRL 0,1 N de HC1, pH 1,78, 

meio ideal para a reação com pepsina, e tentar solubilizá-la em vórtex, para posterior 

centrifugação, foi notado que boa parte da amostra precipitava e, portanto, apenas o 

sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimático para pepsina. Entretanto, quando o 

precipitado remanescente foi tratado com tampão Tris-HC1 1 M, pH 7,5, não só sua 

ressolubilização foi completa, como toda a atividade hemaglutinante nele foi 

encontrada, sendo seu perfil eletroforético idêntico àquele apresentado pela amostra 

inicial que lhe deu origem. 

Analisando o sobrenadante na digestão in vitro com pepsina, esse perdeu sua 

atividade hemaglutinante durante a digestão, e através de eletroforese percebe-se uma 

redução na intensidade das bandas protéicas, o que é indicativo de digestão protéica 

(FIGURA 31). No entanto, como boa parte da amostra ficou no precipitado e sua 

atividade foi apenas temporariamente perdida, sugere que in vivo as proteínas contidas 

na salsa possam sofrer precipitação na passagem pelo estômago, com perda 

temporária da atividade, mas ao chegarem ao duodeno, ao ser restabelecido o pH, 

restabeleça também sua atividade hemaglutinante. 

As amostras da FPRL acrescidas do tampão Tris-HC1 100 mM, pH 8,1, 

tampão usado para os ensaios de digestão com tripsina e quimotripsina, foram 

completamente resolubilizadas. Após digestão com tripsina, bem como com 

quimotripsina, a atividade hemaglutinante se manteve na amostra e, pelo perfil 

eletroforético, foi possível se inferir que essa atividade remanescente estava associada 

à banda protéica de 44 kDa, que se manteve íntegra, enquanto a banda de 20,1 kDa foi 

totalmente digerida (FIGURAS 32 e 33). 
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FIGURA 31 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15,0%), na presença de SDS, da 
albumina sérica bovina (BSA) e da fração protéica rica em lectina (FPRL) de I. asarifolia 
submetidas a diferentes tempos de tratamento enzimático com pepsina. Linhas 1 e 2 - BSA 
em 0,1 N HC1, pH 1,78, a 0 e 2 horas da adição da enzima, respectivamente. Linha 3 - 
Marcador de massa molecular. Linha 4 - Pepsina em 0,1N HC1, pH 1,78. Linhas 5, 6, 7, 8, 9 e 
10 - FPRL em 0,1 N HCI, pH 1,78, a 0, 1/2, 1, 2, 4 e 6 horas da adição da enzima, 
respectivamente. As bandas foram reveladas com prata. Setas indicam banda de 44 kDa e 
20,1 kDa. 
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FIGURA 32 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15,0%), na presença de SDS, da 
albumina sérica bovina (BSA) e da fração protéica rica em lectina (FPRL) de I. asarifolia 
submetidas a diferentes tempos de tratamento enzimático com tripsina. Linhas 1 e 2 - BSA 
em Tris-HC1 100 mM, pH 8,1, a 0 e 6 horas da adição da enzima, respectivamente. Linha 3 - 
Marcador de massa molecular. Linha 4 - Tripsina em Tris-HC1 100 mM, pH 8,1. Linhas 5, 6, 
7, 8, 9 e 10 - FPRL em Tris-HC1 0,1 M, pH 8,1, a 0, 1/2, 1, 2, 4 e 6 horas da adição da 
enzima, respectivamente. As bandas foram reveladas com prata. Setas indicam banda de 44 
kDa e 20,1 kDa. 
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Como no seu curso fisiológico, a digestão não acontece em etapas separadas, 

mas de foiiiia seqüencial, inicialmente no estômago, seguindo pelo intestino. Para 

avaliar a digestão de forma seqüencial nova amostra da FPRL foi acrescida, 

inicialmente, do tampão 0,1 N HC1, pH 1,78, com pepsina. Dessa vez, a amostra não 

foi centrifugada. Após duas horas da primeira digestão, foram acrescentadas tripsina e 

quimotripsina, ao mesmo tempo, em tampão Tris-HC1 250 mM, pH 8,91, sendo a 

digestão deixada desenvolver por mais três horas. 

Na primeira etapa da digestão, onde se avaliou a ação da pepsina, tanto a 

atividade hemaglutinante, bem como a banda de 44 kDa foram mantidas na amostra 

digerida (FIGURA 34, seta linha 5). Na segunda etapa da digestão, a atividade 

hemaglutinante ainda estava presente, mas a intensidade da banda de 44 kDa estava 

bastante reduzida (FIGURA 34, seta linha 6), não sendo visualizada a banda de 20,1 

kDa. A partir destes dados, duas possibilidades foram levantadas para explicar a ação 

tóxica da lectina de salsa: a primeira é que, como a lectina pode chegar íntegra e ativa 

no intestino, após sua permanência no estômago, talvez possa, aí, ser absorvida por 

endocitose na sua fornia intacta, como demonstrado para outras lectinas quando 

administradas oralmente (PUSZTAI, 1989); a segunda possibilidade é que como a 

atividade hemaglutinante se manteve após a digestão seqüencial, há a possibilidade de 

que ela esteja associada aos peptídeos foiniados, podendo esses serem absorvidos 

ainda numa founia ativa e exercerem o efeito tóxico. 
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FIGURA 33 - Eletroforese em gel de poliacrinamida (15,0%), na presença de SDS, da 
albumina sérica bovina (BSA) e da fração protéica rica em lectina (FPRL) de I. asarifolia 
submetidas a diferentes tempos de tratamento enzimático com quimotripsina. Linhas 1 e 2 — 
BSA em Tris-HC1 100 mM, pH 8,1, a 0 e 6 horas da adição da enzima, respectivamente. 
Linha 3 — Marcador de massa molecular. Linha 4 — Quimotripsina em Tris-HC1 100 mM, pH 
8,1. Linhas 5, 6, 7, 8, 9 e 10 — FPRL em Tris-HC10,1 M, pH 8,1, a 0, 1/2, 1, 2, 4 e 6 horas da 
adição da enzima, respectivamente. As bandas foram reveladas com prata. Setas indicam 
banda de 44 kDa e 20,1 kDa. 
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FIGURA 34 - Eletroforese em gel de poliacrinamida (15,0%), na presença de SDS, da 
albumina sérica bovina (BSA) e da fração protéica rica em lectina (FPRL) de I. asarifolia 
submetidas a tratamento enzimático com pepsina durante 2 h, mais tripsina e quimotripsina 
durante 3 h. Linhas 1 — BSA em 1 N HC1, pH 1,78, a 0 h da adição das enzimas. Linhas 2 — 
BSA em 0,1 N HC1, pH 1,78, após 2 h de digestão com pepsina. Linha 3 — BSA após 3 h da 
adição de tripsina e quimotripsina. Linha 4 — Marcador de massa molecular. Linha 5 — FPRL 
em 1 N HCI, pH 1,78, após 2 h de digestão com pepsina. Linha 6 — FPRL após 3 h da adição 
de tripsina e quimotripsina. As bandas foram reveladas com prata. Setas indicam banda de 44 
kDa. Retângulo mostra ausência da banda de 20,1 kDa. 
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6.10 - Estabilidade térmica e necessidade de metais e DTT para a atividade 

hemaglutinante da FPRL 

No trabalho de Santos (2001), a atividade hemaglutinante foi realizada em 

tubos de ensaio. No presente trabalho, como esta atividade foi realizada em placas de 

microtitulação, e sendo esse um método mais refinado, foi feita reavaliação da 

estabilidade téiiuica da lectina na FPRL. Santos (2001) observou que a 80 °C a 

atividade hemaglutinante foi abolida dentro de 10 min. Nos ensaios realizados em 

placa, a atividade hemaglutinante residual só foi completamente eliminada a 90 °C 

por 10 min (FIGURA 35). 

Várias lectinas necessitam da presença de cátions divalentes para expressarem 

sua atividade de ligação a carboidratos. Esses ions conferem à lectina um alto grau de 

estabilidade estrutural, protegendo-as contra a inativação pelo calor e hidrólise por 

enzimas proteolíticas. Após diálise da FPRL contra Tris-HC1 25 mM pH 7,5 contendo 

5 mM de EDTA e 5 mM de EGTA, a amostra perdeu sua atividade hemaglutinante. 

Ao ser redialisada contra tampão Tris-HC1, 25 mM, pH 7,5 acrescido de 5 mM de 

cálcio e manganês, a atividade não foi restabelecida. Esse resultado sugere que a 

lectina da salsa depende de metais, mas distintos do cálcio e do manganês. Essa 

colocação é reforçada diante da capacidade do EDTA e do EGTA de quelarem outros 

metais. O EDTA, além do cálcio e do manganês, pode quelar, por exemplo, o 

magnésio, o cobre, o zinco, o cobalto e o ferro (LEE et al., 2007). 0 EGTA, além do 

cálcio é quelante do magnésio, do zinco e do cádmio (IBEKWE e ANGLE, 1998). 

Na extração da lectina de salsa, bem como nos ensaios biológicos realizados 

por Santos (2001), 5 mM de DTT eram acrescidos com o objetivo de conservar a 

atividade tóxica. Por razões relacionadas ao custo do protocolo de isolamento, DTT 

não foi utilizado no decorrer deste presente trabalho. Entretanto, com o objetivo de 

esclarecer, definitivamente, o papel do DTT em relação à atividade hemaglutinante da 

lectina, bem como avaliar seu perfil eletroforético, várias concentrações de DTT (5, 

10, 50 e 100 mM) foram testadas. 

O perfil eletroforético obtido foi sugestivo de que pontes dissulfeto intracadeia 

estão presentes na molécula da lectina, pois a banda correspondente a 44 kDa, na 

presença de 5 mM de DTT, migrou no campo elétrico de foiuia mais lenta no gel, 

quando comparada à amostra sem DTT, assumindo uma massa molecular aparente de 

50 kDa (FIGURA 36, seta linha 3), possivelmente como resultado de alterações de 
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sua forma tridimensional. A atividade hemaglutinante, por sua vez, foi mantida na 

amostra em todas as concentrações de DTT avaliadas. Esse resultado sugere que a(s) 

ponte(s) dissulfeto não estão envolvidas no sítio de afinidade a carboidrato, nem a 

alteração conformacional ocasionada pela possível redução dessas pontes pelo DTT é 

suficiente para alterar sua capacidade hemaglutinante. 
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FIGURA 35 — Atividade hemaglutinante residual (UH/mL) na FPRL submetida a diferentes 

temperaturas e intervalos de tempo. 

1 2' 3 4 5 6 7 

(kDa) 
 

66,0 

45,0 

30,0 

20,1 

14,4 

FIGURA 36 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15,0%), na presença de SDS, de amostra 
de pico obtido em DEAE-celulose eluído com 0,2 M de NaC1 em tampão Tris-HC1 25 mM, 
pH 7,5, acrescido de 5 mM de DTT (linha 2), de pico retido em coluna de Phenyl Sepharose 6 
Fast flow eluído com 0,1 M de sulfato de amônio em Tris-HC125 mM, pH 7,5, acrescido de 5 
mM de DTT (linha 3), de pico retido em coluna de Phenyl Sepharose 6 Fast flow eluido com 
Tris-HC1 25 mM, pH 7,5, com 5 mM de DTT (linha 4), de pico retido em coluna de Phenyl 
Sepharose 6 Fast flow eluido com água destilada, com 5 mM de DTT (linha 5) e de pico não 
retido em coluna de Phenyl Sepharose 6 Fast flow, com 5 mM de DTT (linha 6). Linhas 1 e 7 
— Marcador de massa molecular. As bandas foram reveladas com prata. Seta indica banda de 
44 kDa na sua forma reduzida. Aplicados 3 µg de proteína por poço. 
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6.11 - Eletro-transferência e seqüenciamento das bandas protéicas presentes na 

FPRL 

Observando o perfil eletroforético da Figura 12, na altura de 44 kDa, a lectina 

está, aparentemente, misturada a outras bandas protéicas. Mas, após o uso de 5 mM de 

DTT no tampão de amostra, a banda correspondente à lectina se isolou das demais 

presentes em torno de 44 kDa (FIGURA 36, seta linha 3). De posse dessa infoimação, 

foi decidida a incorporação de 5 mM de DTT no tampão da amostra para 

eletrotransferência e posterior seqüenciamento por Edman. 

Com isso, uma seqüência com alto grau de confiabilidade e que confirmava a 

seqüência anteriormente determinada foi obtida. A seqüência N-terminal para a banda 

de 44 kDa foi: AVNLPAGHLSPGGVGNYVVTVGLCTP. Ao realizar o alinhamento 

com seqüências já depositadas em banco de dados para proteínas (www.expasy.ch), 

foi constatada identidade de 38 a 69% da lectina da salsa com uma proteína de ligação 

ao DNA do nucleóide de cloroplasto chamada CND-41. Ou seja, 38% (10aa/26aa) 

com a CND-41 de Arabidopsis thaliana, 65% (17aa/26aa) com a CND-41 de 

Nicotiana sylvestris e de Nicotiana tabacum, 69% (18aa/26aa) com a CND-41 de 

Oiyza sativa subsp. japonica. 

A banda correspondente a 23 kDa, presente na FPRL forneceu a seguinte 

seqüência N-teiininal: AVMGLGTDPLSIIS. Através de alinhamento em banco de 

dados (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi),  esta seqüência apresentou, 

também, identidade com a proteína de ligação ao DNA do nucleóide de cloroplasto 

CND-41, ou seja 57% (8aa/14aa) com a CND41 de Nicotiana sylvestris e de 

Nicotiana tabacum e 64% (9aa/14aa) com a CND41 de Arabidopsis thaliana. 

A CND41 foi isolada inicialmente em Nicotiana tabacum (NAKANO et al., 

1993) e é uma proteína de 41 kDa que se liga ao DNA de cloroplasto através de uma 

região rica em lisina na porção N-terminal (NAKANO et al., 1997), detentora de um 

sítio com atividade de protease arpártica (MURAKAMI et al., 2000), além de um 

motivo dedo de zinco com capacidade de se ligar ao DNA do núcleo (NAKANO et 

al., 1997). Nakano et al.(1997) sugerem que ela seja um regulador negativo da 

expressão gênica no cloroplasto, onde seu acúmulo foi observado em cultura de 

células no escuro, o qual foi observado estar negativamente correlacionado com o 

acúmulo de transcritos de genes relacionados à fotossíntese. Kodama (2007) relata em 
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sua revisão resultados que sugerem a participação da CND41, também, na 

senescência, no desenvolvimento de plastídio e na biossíntese da giberelina. 

6.12 — Capacidade do anticorpo contra esporamina de reconhecer as lectinas de 

I. asarifolia 

A capacidade do anticorpo contra esporamina de L batatas reconhecer as 

bandas correspondentes às lectinas de I asarifolia foi avaliada. Observou-se após 

revelação do Western blot, ser o anticorpo produzido contra esporamina capaz de 

reconhecer a esporamina e seus precursores presentes na F0.90%  de I. batatas, bem 

como a banda de 44 kDa presente na FPRL de I. asarifolia (FIGURA 37). Nenhum 

sinal de reconhecimento imunológico foi verificado à altura de 20,1 kDa. Como a 

lectina de 44 kDa é bem mais pronunciada na amostra testada e, mesmo assim, sua 

detecção imunológica foi bastante fraca. A não detecção da banda de 20,1 kDa pelo 

anticorpo pode ter sido devido à baixa quantidade desta proteína na amostra. 

Como toda a estratégia de produzir o anticorpo contra esporamina veio a partir 

do seqüênciamento da banda de 20,1 kDa, e não da de 44 kDa, e tendo esse anticorpo 

reconhecido essa última, esse achado sugere que a banda de 20,1 kDa possa ser 

produto de uma modificação pós-traducional da banda de 44 kDa. 
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FIGURA 37 — Western blot contra anticorpo de esporamina de I. batatas, revelado com 
anticorpo de cabra anti-IgG de coelho, conjugado à fosfatase alcalina. Linha 1 — Ovoalbumina 
10 µg. Linhas 2, 3 e 4 — Fração0_9O% de I. batatas nas concentrações de 10, 25 e 50 µg de 
proteína, respectivamente. Linhas 5, 6 e 7 — DEAE-celulose de I. asarifolia nas concentrações 
de 10, 25 e 40 µg de proteína, respectivamente. Seta indica marcação da proteína de 44 kDa 
de I. asarifolia. 
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6.13 — Prospecção biotecnológica da lectina de I. asarifolia 

A presença de resíduos de carboidratos é critica na ligação do espermatozóide-

ovócito no início da fecundação (THALER e CARDULLO, 2002). Alterações de 

algumas proteínas e íons no espenmatozóide e/ou no ovócito podem contribuir para a 

deficiência da reação do acrossoma e ter conseqüências na fecundação (MORI et al., 

1997; KERR et al., 2002). 

Das três glicoproteínas da zona pelúcida, a ZP3 parece mediar tanto a primeira 

ligação entre o espermatozóide e o ovócito, como induzir a reação do acrossoma 

(BLEIL e WASSARMAN, 1983). Vários resíduos glicídicos, em particular, a-N- 
t 

acetilglucosamina (Ga1NAc), a-D-galactose (Gal) e L-fucose, têm sido apontados 

como envolvidos no reconhecimento espermatozóide-ovócito (TOPPER-PETERSEN, 

1999). Mori e colaboradores (1997) observaram que após tratar ovócitos de 

camundongos com sialidase, houve aumento no número de espeniatozóides aderidos, 

sugerindo haver ácido siálico nas glicoproteínas da ZP que estaria protegendo o sítio 

de ligação do espermatozóide ao ovócito. 

Sendo a proteína alvo nesse trabalho uma lectina, com capacidade de 

reconhecer oligossacarideos contendo ácido siálico em sua extremidade, vislumbrou-

se o seu uso como um marcador de integridade de zona pelúcida de caprinos, a qual é 

formada por glicoproteínas. Para tal, a FPRL foi marcada com FITC e sua capacidade 

de reconhecer as glicoproteínas na ZP avaliada. 

A FPRL conjugada ao FITC foi posta em contato com ovócitos imaturos de 

caprinos, por 30 minutos, à temperatura ambiente. Depois da remoção das proteínas 

não ligadas à zona pelúcida, a avaliação do ovócito de caprinos através de 

microscopia óptica de epifluorescência mostrou haver poucos sítios de ligação da 

lectina de I. asarifolia na zona pelúcida (FIGURA 38). Em contrapartida, um grande 

número de sítios reativos à lectina da salsa foi detectado na membrana plasmática 

destes ovócitos como, comprovado pela alta intensidade fluorescente presente. Essa 

diferenciação na marcação das duas membranas abre a possibilidade de uso da lectina 

de I asarifolia como um marcador de integridade da zona pelúcida. Dessa fornia, 

ovócitos com zona pelúcida integra permaneceriam não marcados ou fracamente 

marcados. Já ovócitos com zona pelúcida rompida, a lectina adentraria no espaço 

perivitelino, tendo acesso à membrana plasmática e fluorescendo intensamente. 
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Assim, e como a zona pelúcida funciona como barreira sanitária na transmissão de 

várias doenças, dentre elas a artrite encefalite caprina a vírus-CAEV (SALLES et al., 

1998), essa lectina poderia ser usada como ferramenta para seleção de ovócitos 

íntegros colhidos de fêmeas soropositivas para CAEV. 
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FIGURA 38 — Ovócito imaturo com zona pelúcida (ZP) rompida. A: análise à luz visível. B: 
análise sob luz de fluorescência após marcação com lectinas de I. asarifolia conjugadas a 
FITC (400X). 



7 - CONSIDERAÇÕES 

FINAIS 
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As lectinas estão presentes nos mais diferentes órgãos das plantas e seu 

comportamento ao longo do ciclo vital das plantas é da maior importância para a 

compreensão dos seus possíveis papeis fisiológicos. 

As lectinas de Leguminosae e Gramineae têm sido as mais intensamente 

investigadas. Nas leguminosas, estão concentradas principalmente nas sementes, onde 

são sintetizadas durante o desenvolvimento, atingindo seus níveis máximos nas 

sementes quiescentes. Em alguns aspectos, a síntese das lectinas acompanha de perto 

a síntese das principais proteínas de reserva. De fato, até certo ponto, as lectinas 

podem ser compreendidas como proteínas de reserva, embora essas últimas sejam 

usualmente definidas como proteínas encontradas em grande quantidade, em células 

dos tecidos de reserva e às quais nenhuma outra função lhes seja atribuída, além de 

servir como uma fonte de nitrogênio (PEUMANS e VAN DAMME, 1995). 

As plantas sintetizam proteínas corn caracteristicas de proteínas de reserva em 

diversos órgãos. Além das sementes, estas proteínas são também sintetizadas em 

órgãos vegetativos de reserva, como tubérculos, rizomas, bulbos, cascas, caules e 

folhas. Um outro aspecto caracteristico das proteínas de reserva é que elas são 

sintetizadas, transportadas e armazenadas como proteínas secretoras, isto é, são 

sintetizadas no retículo endoplasmático rugoso e, posteriormente, acumuladas nos 

corpos protéicos e/ou em vacúolos de allnazenagem de proteínas (HERMAN e 

LARKINS, 1999). De maneira geral, as proteínas continuam a ser acumuladas até que 

os tecidos de armazenagem comecem a dessecar (sementes), ou entrar numa fase de 

descanso (tecidos vegetativos). Fatores corno déficit de água, injúria, disponibilidade 

de nitrogênio e ácido jasmônico estimulam o acúmulo de proteínas de estocagem em 

órgãos vegetativos (STASWICK, 1990). 

Várias proteínas de estocagem de órgãos vegetativos (VSPs) exibem atividade 

enzimática. Como exemplo, há a patatina de tubérculo de batata que apresenta 

atividade de lipase (FU et al., 2001) e a VSP de soja, que tem mostrado leve atividade 

de fosfatase ácida (DE WALD et al., 1992). 

Após análise da seqüência de aminoácidos da lectina de 44 kDa, foi vista 

identidade de 65% com urna proteína de ligação ao DNA do nucleóide de cloroplasto 

de Nicotiana tabacum, de 41 kDa (CND41), que apresenta atividade enzimática de 

protease aspártica (NAKANO et al., 1997; KODAMA, 2007). Embora não se tenha 

realizado ensaio para verificar se a lectina de I asarifolia apresenta atividade de 

protease aspártica, essa possibilidade de atividade associada à sua expressão 
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constitutiva na folha, sugere que ela possa ser uma VSP. Em adição, a CND41 

apresenta um domínio dedo de zinco (NAKANO et al., 1997; KODAMA, 2007). A 

atividade hemaglutinante da I asarifolia mostrou ser dependente de metais, embora 

pareça não ser dependente de cálcio ou manganês. A identidade da lectina de 44 kDa 

com a CND41 abre a possibilidade dessa lectina ser dependente de zinco. Outras 

caracteristicas bioquímicas de proteases aspárticas se assemelham às encontradas na 

proteína de 44 kDa da I asarifolia. Por exemplo, foi observado que a proteína assumi 

uma massa molecular aparente após SDS-PAGE de 44 kDa sobre condições não 

redutoras e de 50 kDa sobre condições redutoras, fato também observado com a 

nepentesina I e II, duas proteases aspárticas isoladas de Nepenthes distillatoria 

(ATHAUDA et al., 2004). A provável presença de pontes dissulfeto internas na 

molécula deve favorecer a estabilidade observada nos ensaios de termoresistência. 

Athauda et al. (2004) também observaram alta estabilidade térmica nas nepentesinas I 

e II, atribuindo essa estabilidade a existência de 12 resíduos de cisteína por molécula, 

os quais poderiam formar seis pontes dissulfeto. A análise da seqüência primária das 

nepentesinas em banco de dados também mostrou identidade com a CND41 

(ATHAUDA et al., 2004). 

Enzimas proteolíticas agem sobre as proteínas do sangue de modo a liberar 

substâncias vasoativas como a bradicinina, serotonina e histamina que atuam no efeito 

hipotensor. Tais enzimas já foram observadas no veneno de Bothrops jararaca, 

Bothrops neuwiedi e Bothrops jararacussu (FERREIRA et al., 1970, 1992, 1998) 

sendo largamente utilizadas em medicamentos para o controle da hipertensão. Embora 

não significativa (P>0,05), após a administração da FPRL no sistema de rim 

perfundido, observou-se uma ligeira queda na pressão de perfusão e na resistência 

vascular renal aos 120 min (FIGURAS 21 e 22), com aumento significativo (P<0,05) 

na diurese e redução dos transportes dos ions sódio, potássio e cloro. Diante da 

identidade da lectina de 44 kDa com uma protease aspártica CND-41, pode-se 

especular que os efeitos observados possam ser devido ao sítio de atividade 

enzimática da molécula, podendo esse agir na liberação de substâncias vasoativas. 

A presença de material protéico nos glomérulos denota que uma maior 

quantidade de proteínas está sendo filtrada, diminuindo a pressão oncótica dos 

capilares glomerulares. A pressão oncótica dos capilares glomerulares apresenta 

correlação inversa com o ritmo de filtração glomerular (KOEPPEN e STANTON, 

1997). Isto poderia explicar o aumento no ritmo de filtração glomerular com 
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conseqüente aumento do fluxo urinário. Outra hipótese afirmada pelos mesmos 

autores para explicar o aumento do ritmo de filtração glomerular seria que a 

bradicinina estimularia a liberação de óxido nítrico que levaria ao relaxamento 

vascular do endotélio. Mais uma vez a atividade enzimática poderia estar 

influenciando os efeitos da FPRL sobre o rim perfundido. 

Essa possibilidade de atividade enzimática da lectina de I. asarifolia sugere 

também que a mesma seja uma quimerolectina com, no mínimo, dois sítios de ligação 

a carboidratos, já que aglutina eritrócitos. Algumas enzimas vegetais são fusões 

protéicas compostas de uma proteína carboidrato-ligante e um domínio catalítico. 

Quitinases tipo I, por exemplo, são constituídas de um domínio heveína quitina-

ligante e um domínio catalítico (COLLINGE et al., 1993). Similarmente, as proteínas 

ribossomo-inativantes (RIPs) do tipo 2, corno a ricina e a abrina, são produtos de 

fusão de uma cadeia A tóxica, que tem atividade N-glicosidase caracteristica de todas 

as RIPs, e uma cadeia B carboidrato-ligante (OLSNES, 2004). São também quimeras 

a lectina de Solanum tuberosum, que possue um domínio semelhante à estensina 

(extensin-like domain) (VAN DAMME, 2004b) e a lectina de Dolichos biflorus, que 

exibe atividade de lipoxigenase (ROOPASHREE et al., 2006). 

Há crescentes evidências que muitas lectinas vegetais têm papel na defesa da 

planta contra diferentes tipos de organismos herbívoros. O maior argumento para esse 

papel é a observação de que as lectinas vegetais ligam gliconjugados de outros 

organismos. Apesar de lectinas de muitas plantas estarem aptas a se ligarem a 

açúcares simples como glicose, manose ou galactose, elas têm maior afinidade por 

oligossacarideos (MACEDO et al., 2004), que não são comuns ou mesmo são 

totalmente ausentes nas plantas. Por exemplo, lectinas vegetais quitina-ligantes 

reconhecem um carboidrato que é típico constituinte da parede celular de fungos e do 

exoesqueleto de invertebrados. Similaimente, as lectinas ácido-siálico-ligantes de 

Morus alba (RATANAPO et al., 1998), de Scilla campanulata (WRIGHT et al., 

2000), de Cepaea hortensis (GERLACH et a.l, 2002), bem como a isolada nesse 

trabalho, ligam-se a um açúcar que está ausente nas plantas, mas é o maior 

carboidrato componente de glicoproteínas animais. 

Associada à especificidade glicídica, um outro ponto em favor da atribuição de 

defesa das lectinas vegetais, também observado nesse trabalho, é sua alta estabilidade 

sob condições desfavoráveis. Observamos que a lectina de I. asarifolia foi estável a 
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uma ampla região de pH (1,78 — 11), suportou altas temperaturas e foi resistente a 

proteases animais. 

Um outro argumento para o papel defensivo das lectinas é a presença 

preferencial das lectinas em partes da planta mais susceptíveis ao ataque por 

organismos fitófagos ou patógenos. Nesse trabalho, foi observado que a maior 

atividade hemaglutinate de I. asarifolia se concentra nas folhas, em relação às 

sementes. Interessantemente, é a folha a responsável pela toxicidade dessa planta a 

herbívoros superiores. 

Para reforçar esse provável papel de defesa dessa lectina, foi possível induzir 

sua expressão através de estímulos envolvidos na cascata de sinalização do 

mecanismo de defesa da planta. Analisando a atividade hemaglutinante em folhas de 

I. asarifolia, foi observado que a resposta à injúria mecânica foi mais tardia do que a 

resposta ao ácido jasmônico (AJ), além dessa última ter ocorrido em menor 

intensidade. É sabido que a injúria induz a produção de AJ nas plantas, mas em baixas 

concentrações (LANNOO, et al., 2007), o que justifica a resposta tardia à injúria. No 

entanto, a maior intensidade na atividade específica após injúria sugere que outros 

fatores além do AJ estejam envolvidos na indução da lectina de I. asarifolia, e que 

esses fatores sejam mais efetivos nessa indução. Por exemplo, na avaliação do grupo 

tratado com etanol, veículo do AJ e, portanto, seu controle correspondente, houve, 

também, indução da atividade hemaglutinante e, surpreendentemente, em maior 

intensidade do que o próprio grupo tratado com AJ. O etanol pode ter provocado 

perda de água na folha e sinalizado a rota de estresse osmótico, a qual o AJ pareceu 

ter pouca contribuição na folha de I. asarifolia. Outras lectinas têm sido induzidas 

também por outros fatores além do AJ, como é o caso da ipomoelina da I. batatas, 

que foi também induzida pela injúria (IMANISHI et al., 1997). 

Mais recentemente, tem sido sugerida a participação das lectinas em 

interações endógenas na planta. Van Damme et al. (2004a) levantaram a hipótese de 

que as lectinas possam, também, estar envolvidas na regulação e sinalização celular. 

Essa hipótese foi respaldada pela localização de algumas lectinas no citoplasma ou no 

núcleo, pela resposta a estímulos bióticos ou abióticos específicos, e pela homologia 

com lectina clássica já detectada na planta. Essas lectinas foram denominadas de 

lectinas não clássicas e possuem urna estrutura simplificada em relação à lectina 

clássica da planta (VAN DAMME et al., 2004ac). Extrapolando essas considerações 
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para os nossos achados, pode-se especular ser a lectina de 20,1 kDa uma lectina não 

clássica, que se encontra ausente na folha não induzida. 

Tendo o anticorpo contra esporamina de I. batatas reconhecido a lectina de 44 

kDa, a lectina de 20,1 kDa parece ser uma molécula semelhante a de 44 kDa, porém 

mais simples, fato que pode reforçar a hipótese de que a lectina de 20,1 kDa seja uma 

lectina não clássica. 

Quanto à banda protéica de 23 kDa, esta apresentou identidade com a mesma 

proteína que a banda de 44 kDa, a CND41, sugerindo que a banda de 44 kDa, que 

parece ser expressa de forma constitutiva após estímulo externo, sofra modificações 

capazes de desdobrá-la em duas novas proteínas, uma de 20,1 kDa, que mantém 

identidade com a esporamina, e uma de 23 kDa, que mantém identidade com a 

proteína de ligação ao DNA do nucleóide de cloroplasto. Coincidência ou não, a soma 

das duas massas de 20,1 e 23 kDa produz uma massa bem próxima a de 44 kDa. 

A presença comprovada, e com maior expressão, da banda protéica de 44 kDa, 

a ausência de compostos secundários, e a alta atividade tóxica e hemaglutinante 

associada à FPRL, reforçam os achados de Santos (2001) de que essa proteína exerça 

forte participação na toxicidade da salsa a animais monogástricos. 



8 - CONCL USÃO 
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Os resultados do presente trabalho reforçam a participação da lectina no 
mecanismo de defesa da planta, bem como indicam sua forte participação no 
mecanismo de toxicidade da Ipomoea asarifolia a animais monogástricos que, 
experimentalmente, a consomem. 
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