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RES UNFO  

A resposta imunol6gica, em termos de síntese de IgG 

e de IgE especificas foi estudada em camundongos imunizados 

com doses crescentes de frações protéicas de sementes de An. 

to canpuó LntegniÇotia L. 

A síntese de IgG revelada por títulos de anafi l axi a 

cutãnea passiva (PCA) foi mais alta com doses 	crescentes 

das frações albuminica e globulinica (1, 10 e 100 pg), exce 

tuando a dose de 1 pg da fração albuminica que não induziu 

a síntese de IgG. A resposta IgG anti-globulinas apresentou 

se mais elevada do que a resposta anti -albuminas de Ah ocas. 

puis integAi4otia L. No que diz respeito ã siintese de IgE, 

as .doses de 1 e 10 pg da fração globulinica e 10 pg da , fra 

ção albuminica induziram síntese mais elevada desta 	imuno 

globulina do que aquela induzida por 100 pg de amblas 	as 

frações. 

Aparentemente, a lectina, jacalina, presente 	nas 

frações albuminica e globulinica não exerceu efeito modula 

dor sobre a síntese de IgG induzida, pelas proteínas de An-to 

canpu4 .íntegni4otia L. contida nestas frações. Entretanto, 

a jacalina exerceu efeito modulador na síntese de IgE espe 

cifica, dependente da dose. Baixas doses de jacalina estimu 

laram a síntese de IgE e a alta dose inibiu-a. 

0 possível papel modulador exercido 	pela jacalina 

foi testado de duas maneiras: 1. usando-se a jacalina puri 

ficada associada a uma proteína não relacionada como a oval 

bumina; 2. usando-se as frações albuminica e globulinica de 

A. -.nte2JL o2.í.a L. desprovidas de lectina (ASL e GSL). 	No 

primeiro caso, as doses de 5 e 50 pg de lectina não exerce 

ram influencia sobre a síntese de IgG anti-ovalbumina. 	No 

entanto, a dose de 5 pg de jacalina estimulou a síntese de 

Uist 'GíiJ1.1'AJ_: 	.'. _. , 	. 	t 
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IgE anti-ovalbumina e a dose de 50 pg inibiu-a. Por 	outro 

lado, no segundo caso, a sTntese de IgG induzida pelas fra 

ções albumfnica e globulTnica sem lectina (ASL e GSL) aumen 

tou com o aumento das doses das respectivas frações protéi 

cas. A fração GSL apresentou títulos de PCA semelhantes aos 

obtidos com a fração globulTnica total (GT), enquanto que a 

fração ASL mostrou tTtulos de PCA para IgG mais elevados do 

que os revelados para a fração albumfnica total (AT). A res 

posta do tipo IgE especTfica,.para GSL ou ASL, nas.doses de 

10 e 100 pg foram semelhantes, confirmando assim, o efeito 

imunomodulador, dependente da dose, exercido pela jacalina 

sobre a sTntese destes anticorpos.. 

Estudos preliminares com as frações albumfnica 	e 

globulTnica obtidas de sementes submetidas ã cocção (AP 	e 

GP), não revelaram sintese de IgE especifica. No 	tocante 

ã sintese de IgG, a fração AP não induziu sua sTntese. - Con 

tudo, a fração GP induziu sTntese de IgG especifica com ti 

tulos de PCA comparãveis aos revelados com as frações GSL e 

GT (nativas). As frações AP e GP foram, contudo, capazes de 

desencadear reações de PCA para IgG, bem como para IgE 	em 

soros de animais sensibilizados com as frações GSL. e 	ASL 

(nativas). 

Os resultados indicaram que a fração globulinica das 

proteínas de jaca é dotada de maior capacidade imonogénica 

do que a fração albumfnica em camundongos imunizados subcu 

taneamente. A jacalina modula a resposta IgE e o tratamento 

prévio destas frações protéicas pelo calor conduz a .modifi 

cações da resposta do tipo IgG e do tipo IgE, sem destruir 

a antigenicidade das mesmas. 



ABSTRACT 

The immunological answer in terms of specific 	IgG 

and IgE was studied in mice immunized with increasing doses 

of Attocanpu4 .Lntegt. 4otia L. protein fractions. 

The IgG synthesis revealed by titles 	of passive 

cutaneous anaphylaxis (PCA) has been shown to be higher with 

increasing doses (1, 10 and 100 pg) 	of the albumin and 

globulin fractions; unless the dose of 1 pg of the albumin 

fraction that did not induce IgG synthesis. Concerning 	to 

the IgE synthesis the doses of 1 and 10 pg of the globulin 

fraction and 10 pg of the albumin fraction induced a higher 

synthesis of this immunoglobulin than the IgE 	synthesis 

induced by 100 pg of both fractions. 

Apparently, the lectin jacal.in, present among 	the 

proteins of the albumin and globulin fractions did not exert 

modulating effect on the IgG synthesis induced 	by 	the 

proteins of these fractions of A. .Lntegt.í6otia. 	However, 

jacalin exerts an immunomodul ati ng effect on the. IgE specific 

synthesis that is dose-dependent. The low doses of jacalin 

stimulate the IgE synthesis and the higher doses inhibit such 

synthesis. 

The possible modulating effect exerted by 	jacalin 

has been tested by two different ways; 1. by using purified 

jacalin associated with a non-related protein 	such 	as 

eggalbumin; 2. by using albumin and 	globulin 	fractions 

lectin-free  of Antocanpuz LvitegtiÇot a. In the first case, 
the doses of 5 and 50 pg of jacalin did 	not 	exert 	,an 

influence on the synthesis of IgG against eggalbumin..However, 

5 pg of jacalin did stimulate 	the 	synthesis 	of 	IgE 

anti-eggalbumin and 50 pg inhibited such synthesis. On the 

other hand, in the second case, the synthesis of IgG induced 
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by the albumin and globulin fractions depleted of lectin has 

been shown to increase according to the doses of the protein 

fractions. The globulin lectin-free fraction induced 	IgG 

PCA titles similar to those obtained with the total globulin 

fraction and the albumin lectin-free fraction presented IgG 

PCA titles higher than those revealed for the total albumin 

fraction. The specific IgE response for albumin and globulin 

lectin-free fractions with the doses of 10 e 100 pg 	has 

been shown to be similar confirming then,the immune modulation 

dose-dependent exerted by jacalin on the synthesis of these 

antibodies. 

Preliminary studies with albumin and globulin fractions 

obtained from boiled seeds did not reveal 	specific 	IgE 

synthesis. Concerning to the IgG synthesis 	,the 	albumin 

fraction of the boiled seeds did not induce synthesis 	of 

such immunoglobulin. However, the globulin fraction of the 

boiled seeds did induce a synthesis of specific IgG 	with 

PCA titles comparable to those revealed 	by the 	native 

globulin and globulin lectin-free fractions. On the 	other 

hand, the albumin and globulin fractions from boiled seeds 

have been ' revealed to be capable of challenging PCA reactions 

either for IgG or for IgE with sera of mice immunized with 

albumin and globulin lectin-free native fractions. 

The results indicate that the globulin fraction of 

jackfruit has a more strong immunogenic capacity than the 

albumin fraction for subcutaneous immunization 	of 	mice. 

Jacalin modulates the IgE response and the previous treatment 

of these protein fractions by heating leads to modifications 

of the IgG and IgE responses without 	destroying 	the 

antigenicity of them. 



1 - INTRODUÇÃO  

1.1 - Proteínas Vegetais  

1.1.1 - Generalidades 

0 conhecimento das propriedades físico-químicas 	e 

biolõgicas das proteTnas de origem vegetal tem aumentado de 

interesse, sobretudo tendo em vista seu emprego 	potencial 

na alimentação animal (inclusive humana) (GATEHOUSE, 1984). 

Contudo, o estudo destas proteTnas, como aliãs a totalidade 

da bioquímica vegetal, ainda se apresenta bastante 	defasa 

do, quando se compara ao estudo de sistemas de 	mamíferos. 

(HATCH, 1986). 

Investigações realizadas sobre as proteTnas 	vege 

tais têm demonstrado que, embora as plantas possam represen 

tar uma fonte rica em proteínas, eventualmente de alto 	va 

lor nutritivo para sua utilização na alimentação animal (in 

clusive humana), estudos mais criteriosos sobre as caracte 

risticas químicas e as propriedades bi olõgi cas destas 	pro 

ternas devem ser realizados. Ë sabido que, dentre as proteT 

nas vegetais, os inibidores de enzimas digestivas, as lecti 

nas (fitoemaglutininas) e os antígenos (ou alérgenos 	vege 

tais) possuem especial relevãncia (PUSZTAI, 1986). Tendo-se 

em consideração o aspecto do estudo dos antígenos de origem 

vegetal, sabemos que é limitado o seu conhecimento (PERLMAN, 

1980). 

1 



1.1.2 - Proteinas de Sementes de Antocanpu4 £ntegni4oZ a L. 

As proteTnas de sementes de Antocanpus .integníÇoZia 

L. foram inicialmente estudadas do ponto de vista químico e 

imunoquimico, em virtude de sua importância como proteTnas 

de origem vegetal (OLIVEIRA, 1980; MOREIRA & OLIVEIRA,1983a) 

e pelo fato da existência entre estas proteTnas de uma lec 

tina (MOREIRA & AINOUZ, 1978), que foi parcialmente purifi 

cada por cromatografia de afinidade de estroma de hemãcias 

do grupo AB+  (OLIVEIRA, 1980; MOREIRA & OLIVEIRA, 	1983b). 

Segundo anãl i se das proteínas das frações albuminica e gl o 

bulinica de sementes de jaca, a fração globulTnica 	possui 

parte de suas proteTnas com peso molecular superior ao das 

proteTnas que constituem a fração albuminica 	(OLIVEIRA, 

1980). A lectina, jacalina (BUNN-MORENO & CAMPOS NETO,1981), 

foi purificada por cromatografia de afinidade de goma 	de 

guar imobilizada por "cross-linking" com 	epicloridrina 

(APPUKUTTAN et al., 1977; SURESHKUMAR et al., 1982; 	SILVA 

LIMA et al., 1986). Outro método usado para purificação 	da 

jacalina foi o da cromatagrafia de afinidade em 	IgA-Sepha 

rose-4B (ROQUE-BARREIRA et al., 1986) e em agarose-D-Galac 

tose (ROQUE-BARREIRA et al., 1987) que permitiu caracteriza 

cão mais detalhada desta lectina, confirmando dados anterio 

res de MOREIRA & AINOUZ (1981). Jã foi também mostrado 	o 

efeito alergènico de proteTnas de sementes de jaca em camun 

dongos DBA 2 imunizados por via oral (RESTUM-MIGUEL & PROU 

VOST-DANON, 1985). Estudos preliminares da resposta imunolõ 

gica de camundongos DBA 2 imunizados por via subcutânea com 

ovalbumina associada a jacalina mostraram que os nTveis sé 

ricos de IgE anti-OVA eram estimulados pela jacalina, 	ruge 

rindo assim, um efeito imunomodulador exercido por esta lec 

tina sobre a síntese de IgE anti-ovalbumina (RESTUM-MIGUEL 

& PROUVOST-DANON, 1985). A jacalina se liga a IgA sérica e 

secretiiria, mas não a IgG ou IgM (ROQUE-BARREIRA & CAMPOS-

NETO, 1985) propriedade esta usada para purificação da IgA 

do colostro humano (ROQUE-BARREIRA & CAMPOS-NETO, 1985) 	e 

2 
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para quantificação desta classe de imunoglobulinas no colos 

tro (ROQUE-BARREIRA & CAMPOS-NETO, 1984). 

1.2 - Alérgenos  

1.2.1 - Aspectos Moleculares 

Hã uma dificuldade suplementar para se estudar com 

precisão os efeitos provocados por alérgenos naturais 	com 

plexos, em conseqüência do grande nimero de fatores não con 

trolados rigidamente. Este fato tem levado investigadores a 

introduzir modificações nas moléculas de alérgenos, bem co 

mo sintetizar pequenos peptTdios com propriedades alergéni 

cas bem definidas, no intuito de caracterizar melhor 	os 

eventos bioquímicos da seqüéncia de reações que ocorrem du 

rante a secreção de imunoglobulinas. 

A maior parte do que se conhece hoje sobre a imuno 

genicidade e especificidade antigénica é resultante de estu 

dos feitos com antígenos sintéticos (SELA, 1969). A relati 

va simplicidade destas moléculas facilita a 	interpretação 

dos resultados e, algumas vezes,permite. detectar 	efeitos 

tais como variação genética da resposta imune, que não são 

facilmente observáveis quando se usa antiger.os 	naturais 

complexos. Além disso, os antígenos sintéticos servem como 

modelo para se entender melhor outros fenõmenos 	imunolõgi 

cos,como: toleráncia, competição antigénica e hipersensibi 

lidade retardada (SELA, 1969). Portanto, ,com a 	utilização 

de moléculas antigènicas sintéticas, tem sido possível estu 

dar vários paràmetros moleculares que influenciam na antige 

nicidade de uma substância, tais como o peso molecular, 	a 

configuração õptica e a conformação estérica. 

0 uso de proteTnas com pesos moleculares diferentes 

tem mostrado que não hã correlação direta entre o 	tamanho 



da molécula e sua capacidade imunogenica. Um exemplo signi 

ficativo é o do glucagon, que com peso molecular 3600, 	é 

dotado de boa atividade imunogénica. Contudo, e de 	aceita 

ção geral que as moléculas de alto peso molecular tem mais 

chance de atuarem como antTgenos pela possibilidade de pos 

surrem determinantes antigénicos em maior número (UNANUE & 

BENECERRAF, 1986). 

A. configuração óptica tem sido sempre invocada como 

elemento relevante na imunogenicidade de proteTnas. 	Entre 

tanto, os resultados obtidos quando a configuração é contro 

dada, são controvertidos. Assim é que, experimentos realiza 

dos com isameros D e L mostraram que os mesmos tinham 	com 

portamento imunogenico semelhante (SELA, 1969). Entretanto, 

os resultados obtidos pela imunização de camundongos e coe 

lhos com polímeros constituídos exclusivamente de 	D-amino 

ãcidos indicam que a imunogenicidade destes é 	fortemente 

dependente da dose (SELA, 1969). Assim, parece que a inefi 

ciente formação de anticorpos contra polímeros de 	D-amino 

ãcidos e devida a seu incompleto metabolismo (SELA, 1969). 

A conformação nativa de uma proteTna exerce um 	pa 

pel importante na determinação de sua especifidade antigeni 

ca, como é demonstrado pela ausencia completa ou parcial de 

reações cruzadas entre proteínas desnaturadas e anticorpos 

induzidos pela mesma proteTna em sua forma nativa. Este fa 

to é indubitavelmente devido a mudanças que ocorrem na con 

formação da molécula proteica, resultando em perda dos 	de 

terminantes antigénicos (SELA, 1969). 

Com a finalidade de elucidar o papel da conformação 

do antígeno sobre a imunogenicidade e especificidade antigo 

nica, tem sido investigada a resposta imune a palipeptidios 

sintéticos de seqüencia e conformação conhecidas. Os resul 

tados de imunização de coelhos com antígenos com determinan 

tes aitigenicos seqüenciais ou conformacionais foram 	seme 

lhantes: ambos se apresentaram como bons imunõgenos. 	Entre 

tanto, parece que os anticorpos induzidos por proteTnas na 

4 
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tivas são formados principalmente contra os determinantes an 

tigénicos conformacionais (SELA, 1969). 

1.2.2 - Alérgenos de Origem Vegetal 

Os parcos conhecimentos que se tem atualmente sobre 

alérgenos originados de tecidos vegetais mostram que estas 

proteínas não são uniformemente distribuTdas em todo o cor 

po da planta. Quando se toma em consideração os diferentes 

õrgãos de uma mesma planta, pode-se ver que o conteúdo e as 

caracterTsticas de seus alérgenos podem variar segundo o te 

cido estudado. Assim, componentes das folhas e raizes de um 

vegetal podem não agir como alérgenos, mas componentes 	do 

põlen e das sementes, em quantidades mTnimas, podem induzir 

intensas reações alérgicas (LAYTON et al., 1962). Além des 

tas, múltiplas investigações tém sido feitas no intuito de 

elucidar a natureza química dos alérgenos. A partir destes 

estudos ficou claro que os alérgenos são substâncias de al 

to peso molecular, não dialisãveis e freqüentemente identi 

ficados como proteínas (ENGELFRIED, 1940). Não obstante, es 

tudos mais recentes tém mostrado que os alérgenos podem ser 

também substâncias de baixo peso molecular. YOULE & 	HUANG 

(1978, 1979), estudando o papel fisiol6gico de proteTnas de 

sementes de algodão e mamona mostraram que uma classe 	de 

proteTnas 2S, de baixo peso molecular, solúveis em âgua 	e 

por isso consideradas como fazendo parte da fração albumTni 

ca, eram os alérgenos daquelas sementes que jã haviam sido 

bem caracterizados por SPIES et al. (1951). 

Praticamente, qualquer alimento tem a capacidade de 

induzir reações alérgicas. Entre os alimentos de origem ve 

getal, os que mais freqüentemente provocam tais reações são 

os grãos de cereais e de legumes (PERLMAN, 1980). Além dis 

so, os componentes alergénicos dos alimentos são múltiplos, 

complexos e constituem uma caracterTstica de cada vegetal. 
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A. natureza versãtil dos alérgenos tem, portanto, impulsiona 

do numerosos investigadores a conduzir esforços no sentido 

de determinar o denominador comum da alergenicidade dos di 

versos alimentos de origem vegetal botanicamente interrela 

cionados. Sabe-se que alimentos de uma mesma origem botãni 

ca podem possuir alérgenos comuns, mas em quantidades dife 

rentes nos diversos membros da família botãnica, 	levando 

assim, a diferentes situaç6es de reatividade 	imunológica. 

Considerando-se tal fato, são comuns as medidas preventivas 

de reaç6es alérgicas alimentares, evitando-se alimentos de 

origem botãnica próxima (PINESS et al., 1940). Além destas 

raz6es, os alérgenos ao serem empregados com objetivos 	nu 

tricionais merecem atenção especial,. particularmente, 	por 

não poderem ser considerados como proteínas tóxicas em 	si 

mesmas, uma vez que eles s6 afetam indivíduos predispostos 

a reagirem contra tais proteinas. Esta predisposição ou sen 

sibilidade 6 uma característica do pa.trim6nio genético 	do 

indivíduo e não inerente ao alergeno, que para outros indi 

viduos pode ser uma proteína de alto valor 	nutritivo 

PERLMANN, 1980). 

1.2.3 - Alerg6ides 

Além de estudos realizados com antígenos sintéticos, 

vãrias tentativas de modificaç6es químicas de moléculas de 

alérgenos vêm sendo feitas, no intuito não s6 de caracteri 

zar a alergenicidade dos mesmos, como com finalidade 	tera 

péutica, bloqueando a síntese de anticorpos 	anafilãticos 

OVERELL,1978). Entre os. agentes que têm sido utilizados 	para 

induzir modificaç6es na estrutura de alérgenos encontra-se 

o calor. Este método de desnaturação de proteinas, além de 

poder fornecer dados sobre o mecanismo da resposta 	imune, 

apresenta uma releváncia particular, uma vez que muitos ali 

mentos, que são potencialmente alergênicos após sofrerem o 

processo de cocção, são introduzidos rotineiramente na ali 



mentação humana. Em estudos realizados por MALKIN & MARKOU 

(1938) não foi encontrada diferença, em 91% dos testes fei 

tos, entre alimentos cozidos e crús. Experimentos mais 	re 

centes mostraram que não havia consistência na estabilidade 

de alérgenos vegetais quando medida através de testes 	de 

pele (PERLMAN, 1980). 0 mesmo autor observou também que pa 

ra alguns alimentos a alergenicidade era perdida quando os 

mesmos eram aquecidos a 120°C por 20 minutos, enquanto que 

para outros havia pouca ou nenhuma alteração desta ativida 

de. Estes resultados, bem como os de OVERELL (1978), foram 

obtidos usando-se a via digestiva para sensibilização. Por 

isso, embora não tenham sido satisfatõrios, a antigenicida 

de de alérgenos modificados pelo calor continua sendo testa 

da, utilizando-se outras vias de imunização. 

Além do calor, têm sido utilizados reagentes quimi 

cos para tentar modificar a estrutura de alérgenos. 	Entre 

estes, o formaldeido foi um dos primeiros e, ainda, e 	um 

dos mais interessantes reagentes químicos usados para modi 

ficação de alérgenos. STULL et al. 	(1940) observaram 	que 

material alergenico tratado com formaldeido retinha, parci 

almente, sua alergenidade. Posteriormente NATERMAN 	(1957, 

1965) usou formaldeido juntamente com outros reagentes para 

precipitação de alérgenos e verificou também que a 	.alerge 

nicidade era, pelo menos em parte, mantida. Tal 	resultado 

foi obtido quando eles observavam evidencias clinicas em pa 

cientes atõpicos, os quais apresentavam reações sistêmicas. 

Em 1970, MARSH et al., por sua vez, mostraram que a incuba 

cão de alérgenos por 32 horas com formaldeido dava origem a 

alergaides (alérgenos modificados) cuja alergenicidade resi 

dual, em relação ao alérgeno nativo, era significativamente 

reduzida, mas era retida a capacidade de induzir síntese de 

anticorpos do tipo IgG que apresentavam, inclusive, 	reação 

cruzada com o alérgeno nativo. Além disso, avaliaç6es clini 

cas preliminares de indivíduos não alérgicos mostraram que 

a IgE pode ser induzida com especificidade para o alergõide 

que, como a IgG, apresentava reação cruzada com o alérgeno 

nativo (MARSH. et  al.,1972). 
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Em 1974, ISHIZAKA et al. mostraram que antígenos ao 

serem desnaturados com uréia 8 M ou terem suas cadeias poli 

peptidicas isoladas apõs dissociação do antígeno nativo per 

diam a capacidade de reagir com IgG humana ou de coelho for 

mada contra o antígeno nativo e nem apresentavam reação eri 

tematosa em indivíduos sensíveis ao antígeno nativo. 	Conti 

nuando estes estudos, em 1975, ISHIZAKA et al. 	verificaram 

que embora este material desnaturado não tivesse os determi 

nantes antigénicos da molécula nativa, ele tinha seus 	pró 

prios determinantes imunogenicos capazes de estimular as ce 

lulas T especificas para o antigeno nativo e, através de um 

mecanismo de cooperação de linf6citos T sobre 	1in'fõ.citos 

B, aumentavam as respostas do tipos IgG e IgE em indivíduos 

sensíveis is moléculas antige icas não desnaturadas. 

Em 1977, PATTERSON et al. mostraram que misturas de 

alergenos polimerizados com glutaraldeido apresentavam r_ea 

ção cruzada com a IgG formada contra o alergeno nativo. 	En 

tretanto, a capacidade de induzir resposta de hipersensibi 

lidade imediata mediada por IgE (alergenicidade) era 	subs 

tancialmente diminuída. Na FIGURA 1 tenta-se, 	esquematica 

mente, mostrar o mecanismo das reações mediadas por 	IgE, 

comparando-se o modo de ação de um antígeno não glutarizado 

(FIGURA 1A) com o de um antígeno glutarizado (FIGURA 	1B). 

Como pode ser notado, quando o antígeno não estã glutariza 

do ele se liga a todas as moléculas de IgE disponíveis 	na 

superfTcie celular. Por outro lado, quando a mesma quantida 

de de antígeno e apresentada sob a forma glutarizada, a di 

minuição da alergenicidade pode ser explicada por duas 	ma 

neiras: uma, quando a mesma quantidade de antígeno e 	admi 

nistrada existem poucas moléculas de polímeros, e portanto, 

reduzida oportunidade dos determinantes antigênicos se liga 

rem is moléculas de IgE, estabelecendo pontes entre 	elas, 

na superfície dos mastõcitos; a outra é que, os determinan 

tes antigênicos podem estar inacessTveis dentro de 	polime 

ros de alto peso molecular impedindo, igualmente, o estabe 

lecimento de pontes entre as moléculas de IgE na superfTcie 

dos mast6citos (FIGURA 1B). 
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FIGURA 1 	Mecanismo da reação mediada por IgE. A) com anti 

geno não glutarizado; B) com antígeno glutariza 

do (PATTERSON et al., 1977). 



1.3 - Lectinas - Relação com a Imunologia  

No inicio de 1891, EHRLICH introduziu o uso de lec 

tinas no estudo da imunologia. Sabe-se, contudo, que as pri 

meiras referencias sobre lectinas tinham sido feitas sobre 

a presença de atividade hemaglutinante em extratos de plan 

tas - ri ci na em mamona (RicLnu4 commun z, 1888) e abrina em 

jequiriti (Abnuz pneca-ton-.u4, 1 891) . Embora as 	preparações 

usadas por EHRLICH (1891), fossem muito grosseiras 	quando 

comparadas com os atuais critérios sobre lectinas, ele foi 

capaz de estabelecer alguns princípios fundamentais para a 

imunologia. Assim, ele mostrou que camundongos se tornavam 

imunes a uma dose letal de lectina por repetidas 	injeções 

subcutâneas com baixa dose da mesma. Posteriormente, 	ele 

observou que a imunização resultava na formação de 	protei 

nas sericas especificas capazes de precipitar e neutralizar 

a lectina, e que havia uma relação entre a quantidade de an 

tissoro e a quantidade de lectina  .que era neutralizada .Além 

disso, ele mostrou que o soro contendo proteínas anti-rici 

na não protegia o animal contra abrina e vice-versa,ficando 

portanto, estabelecido o principio da especificidade da res 

posta imune. EHRLICH (1891) demonstrou também que durante a 

gestação a imunidade as toxinas era transferida da mãe para 

o feto através do sangue e que, apõs o parto, ela podia ser 

transferida através do leite materno. Apesar destas e 	ou 

tras importantes descobertas, as lectinas atraíram 	pouca 

atenção até que, no inicio dos anos 60 esta atitude 	mudou 

drasticamente com a descoberta da atividade mitogênica 	da 

le.ctina de PhazeoIu4 vutgan-,.s (PHA) (NOWELL, 1960) e da aglu 

tinação preferencial de .células malignas pela lectina 	do 

germe do trigo (WGA) (AUB. et  al., 1963, 1965; BURGER 	& 

GOLDBERG, 1 967) . 

0 emprego das lectinas no estudo dos fenõmenos liga 

dos ã resposta imune tem merecido particular atenção porque 

elas têm mostrado um comportamento versãtil no tocante 	ãs 

10 
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condições experimentais, ou seja, seu efeito pode ser depen 

dente do tempo de inoculação, da dose e da espécie 	animal 

utilizada. Assim, foi mostrado que a lectina concanavalina 

A (Con A) suprimia a resposta humoral primãria em camundon 

gos (BARTH & SINGLA, 1973) e a aumentava em coelhos (ROMBALL 

& WEIGLE, 1975). Recentemente, foi demonstrado que PHA, 	um 

mit6geno de linf6citos T, induz modulação da sTntese de IgE 

em camundongos, dependendo do tempo de inoculação (ASTORQUI 

ZA & SAYAGO, 1984). De modo semelhante, a lectina, 	jacali 

na, de sementes de Antocanpuu integniÇo. Lct L. foi descrita 

como um potente mitõgeno de células T e ativador policlonal 

de linfõcitos B independente de T para a secreção de imuno 

globulinas (BUNN-MORENO & CAMPOS-NETO, 1981). 

As lectinas são conhecidas por sua capacidade de se 

ligarem a carboidratos, abundantes na superfTcie 	celular, 

podendo tal ligação resultar em uma variedade de 	efeitos 

biológicos (TABELA 1). A hemaglutinação e a estimulação mi 

togènica são, dentre estes efeitos, os mais relevantes 	na 

aplicação das lectinas no estudo da imunologia. 

TABELA 1 - Efeitos biol6gicos de lectinas (LIS 	& SHARON, 
1986). 

Aglutinação de eritr6citos e outros tipos de células 

Estimulação mitogénica de linfõcitos 

Formação de células supressoras 

Mediação de "killing of target cells" por linfõcitos e 	ma 

cr6fagos 

Aumento da fagocitose de levedura e bactérias por: macr6fagos 

Indução da formação de vacúolos em macr6fagos 

Efeitos imunossupressores "in vivo" 

Indução da liberação de histamina por bas6filos e 	mast6ci 

tos 
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A hemaglutinação ê a mais facilmente detectãvel den 

tre as manifestações resultantes da interação de uma lecti 

na com células, e por isso esta propriedade é muitas vezes 

usada para revelar a presença de lectinas em uma fonte bio 

lógica. A capacidade de aglutinar células distingue as lec 

tinas de outras moléculas que se ligam também a 	açucares, 

tais como as glicosidases e glicosiltransferases. Este fato 

estã incluído na definição de lectinas de acordo com GOLDS 

TEIN et al. (1980). 

0 interesse pela atividade de aglutinação das lecti 

nas foi fortemente estimulado nos anos 60, quando se obser 

vou acentuada diferença na aglutinabilidade entre 	células 

normais e malignas, embrionãrias e adultas e entre células 

mitõticas e em interfase (LIS & SHARON, 1986). 

A estimulação mitogênica é um dos efeitos mais rele 

vantes da interação das lectinas com células. Em contraste 

com a estimulação por antígenos, em que clones especTficos 

de linfõcitos são induzidos a proliferar, as lectinas 	ati 

vam múltiplos clones de linfõcitos independente de sua espe 

cificidade antigénica. 0 fenômeno da estimulação policlonal 

pelas lectinas facilita enormemente o estudo e a 	detecção 

das mudanças associadas com a proliferação. 

Essencialmente, todos os processos metabõlicos exa 

minados em linfõcitos tratados com mitõgenos estão estimula 

dos, embora em diferentes graus e em diferentes tempos apõs 

a exposição da célula ao mitõgeno. Além dos eventos comuns 

ã maioria das células em crescimento ativo, linfõcitos esti 

mulados exibem certos aspectos únicos, tais como a 	libera 

ção de uma variedade de polipeptidios biologicamente ativos, 

conhecidos como linfocinas, entre as quais  interleuquina-2 

e o Y-interferon foram melhor caracterizados. Em torno 	de 

72 a 96 horas após a estimulação, outras funções diferencia 

das dos linfõcitos ativados são detectadas, destacando-seen 

tre estas, a produção de imunoglobulinas pelas células B e 

citotoxicidade de células T. 
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Embora exaustivamente estudado, o mecanismo da ação 

mitogenica de lectinas sobre os linfõcitos ainda não 	estã 

claro. Baseado em estudos com lectinas que inibem o metabo 

lismo de linfõcitos T e B humanos (Aglutinina de germe 	de 

trigo e a lectina  de Agcuticu4 bí,isponu4) bem como com lecti 

nas que estimulam as células T (PHA e Con A) foi 	proposto 

modelo para a organização da membrana dos linf6citos. 	De 

acordo com este modelo, a modulação positiva e negativa das 

funções dos linfõcitos é exercida por discretos domínios de 

estimulação e inibição em sua superfTcie. Assim, as 	lecti 

nas mitogenicas se ligariam aos receptores que estão 	asso 

ciados aos domínios estimuladores, enquanto que, as 	lecti 

nas não mitogenicas se ligariam aos receptores que 	estão 

dentro dos domínios inibidores (LIS & SHARON, 1986). 

Um mecanismo mais detalhado da ação das lectinasnos 

linfõcitos T-auxiliares foi recentemente proposto 	(FIGURA 

2). Nesta FIGURA, a lectina bem como o antígeno , agem nos 

linfõcitos T-auxiliares fazendo-os passar de um estado 	de 

repouso, convencionado como estãgio Go, ao estado ativo G1 . 

Tanto a lectina como o antígeno agiriam conjuntamente 	com 

a interleuquina-1 (IL-1) produzida pelos macrõfagos. Admite 

se que a influencia da lectina mais a IL-1 ou do 	antígeno 

mais a IL-1 seria exercida na expressão dos receptores 	da 

interleuquiná-2 (IL-2) (sinal 1) na superfície da 	membrana 

dos linfõcitos T-auxiliares que passariam a produzir 	a 

IL-2 	(sinal 2), levando, então ã síntese de DNA e 	conse 

qüente proliferação celular (FIGURA 2) (KLAUS & HAWRYLOWICZ, 

1984). Este ciclo de ativação pode ser interrompido em 	G1  

caso o estimulo provocado pela lectina ou pelo antígeno (si 

nal 1) não seja suficiente para a produção de IL-2 	(sinal 

2). 
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Lectina + IL - 1 

    

Antígeno + I L - 1 

 

     

       

FIGURA 2 - Controle do ciclo das células T. G 
0
: estado 	de 

repouso; G1  -> S: sTntese de DNA; G 2  ÷ M: 	mitose 

(KLAUS & HAWRYLOWICZ, 1984). 



1.4 - Resposta Imunolõgica  

1.4.1 - Considerações Gerais 

A resposta imunolõgica é um mecanismo de profilaxia, 

que leva os animais a produzirem anticorpos e células reati 

vas em resposta a uma grande variedade de moléculas e macro 

moléculas orgânicas, principalmente proteTnas. A 	resposta 

imunolõgica ocorre praticamente em todas as espécies de ma 

miferos testados bem como no homem. Ela é de grande 	impor 

tância para a sobrevivência, constituindo o principal meio 

de defesa contra agentes infecciosos, como também outros a- 

gentes: põlens, hemãcias, drogas e, inclusive, 	constituin 

tes do pr6prio organismo nos processos de auto-imunidade. A 

resposta imune pode ser mediada por células (imunidade celu 

lar), em que o antígeno interage especificamente com linf6 

citos reativos e também mediada através de moléculas de an 

ticorpos (imunidade homoral),os quais são amplamente difusT 

veis na circulação sanguTnea bem como em outros fluidos do 

organismo. 

1.4,2 - Reaçóes de Hipersensibilidade 

Muito tempo apõs a descoberta das antitoxinas e dos 

anticorpos antimicrobianos, a resposta imunol6gica foi con 

siderada apenas como de carãter exclusivamente 	protetor. 

Somente em 1902, PORTIER & RICHET mostraram que as 	respos 

tas imunolõgicas também eram capazes de causar danos como a 

morte de cães, por exemplo, que haviam sido inoculados 	pre 

viamente com determinadas substâncias. 0 termo hipersensibi 

lidade tornou-se, de modo corrente, usado como sinõnimo do 

estado alterado induzido por um antígeno em que as reações 
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patolôgicas podem ser subseqüentemente desencadeadas 	pelo 

mesmo antígeno ou por uma substância estruturalmente a ele 

semelhante. 

As reações de hipersensibilidade foram definidas por 

GELL & COOMBS (1968) em quatro tipos principais, aos quais 

se pode acrescentar um quinto, o estimulatõrio,proposto por 

ROIT (1983). As reaçóes dos tipos I, II, III e V 	dependem 

da interação do antígeno com anticorpos e são chamadas rea 

ções do tipo imediato. A reação do tipo IV envolve recepto 

res ligados ã superfTcie dos linfõcitos e foi 	denominada 

reação de hipersensibilidade retardada ou celular. Esta cias 

sificação foi proposta com base nos mecanismos de cada rea 

ção. A reação do tipo I, chamada hipersensibilidade anafilã 

tica ou anfilaxia serã considerada a seguir. 

1.4.3 - Anafilaxia 

Anafilaxia, termo cunhado por RICHET (1902) -(do gre 

go ana = contra e phylaxis = proteção),e um estado alterado 

da resposta imunológica, sendo caracterizado por um aumento 

da susceptibilidade do animal ã reinoculação de um 	antige 

no, podendo conduzir a estados patolõgicos e/ou a morte. 	0 

processo de anafilaxia manifesta-se apõs a administração de 

um antígeno a um animal com anticorpos anafilãticos para o 

antígeno em questão. Este processo é provocado pela libera 

ção de aminas vasoativas, quando da extrusão dos 	grânulos 

dos mast6citos e basôfilos em resposta â formação dos 	com 

plexos antígeno-anticorpo (FIGURA 3). Estas substâncias,his 

tamina e serotonina, preexistem nas células e são liberadas 

quando da formação dos complexos, provocando uma vasodilata 

ção e aumento da permeabilidade vascular. As manifestações 

da anafilaxia podem ser sistêmicas, levando a um estado de 

choque, asfixia e ate ã morte, podendo também ocorrer 	uma 

resposta restrita no local da injeção (anafilaxia cutânea), 
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FIGURA 3 - Reação de hipersensibilidade anafilãtica. Degra 

nulação do mastOcito apõs interação do antígeno 

com os anticorpos homocitotrOpicos fixados(ROIT, 

1983). 
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caracterizada por eritema e edema. Os fenõmenos da anafila 

xia, sistêmica ou localizada, ocorrem não apenas em animais 

ativamente sensibilizados (anafilaxia ativa), mas podem ser 

passivamente transferidos pela administração de um antisso 

ro oriundo de organismos sensibilizados (anafilaxia 	passi 

va). A anafilaxia ativa requer um intervalo de tempo, entre 

a primeira e a segunda injeção do antígeno, de uma a 	duas 

semanas, tempo necessãrio para a formação de anticorpos, en 

quanto que a anafilaxia passiva requer um período de latén 

cia que se limita a algumas horas e corresponde ao tempo ne 

cessãrio para a difusão dos anticorpos no interior dos teci 

dos e ã sua fixação aos mesmos. As reações anafilãticas lo 

cais, particularmente na pele, têm sido muito úteis no estu 

do dos fenõmenos anafilãticos, atravês da aplicação de soro 

de animais sensibilizados na pele de animais não sensibili 

zados, o que resulta na sensibilização passiva local, no si 

tio da injeção. 0 desencadeamento do processo de anafilaxia 

catânea passiva (PCA), com o antígeno associado a um coran 

te, no caso azul de Evans, resultarã em uma inflamação agu 

da, caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular, 

vermelhidão e extravasamento de proteínas do sangue, forman 

do assim uma mancha visTvel na pele, no local da inoculação. 

Esta técnica foi descrita por OVARY (1952) e e ainda bastan 

te empregada. 

1.4.4 - Modulação da STntese de Anticorpos Anafilãticos 

Hã geralmente duas classes de anticorpos que 	são 

responsãveis pelo desencadeamento das reações anafilãticas 

na maioria dos mamTferos: as imunoglobulinas da classe E e 

uma subclasse de IgG (IgGi ) (PROUVOST-DANON et al., 1972). 

Estes anticorpos anafilãticos têm sido amplamente estudados 

(PROUVOST-DANON et al., 1975; BINAGHI & 	PERRUDET-BADOUX, 

1977; LEHRER, 1977) e são denominados anticorpos 	homocito 
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trõpicos, embora a IgE de camundongos se fixe em mastõcitos 

de ratos. 

A síntese de anticorpos anafilãticos ê modulada por 

vãrios fatores, entre estes as características genéticas do 

animal experimental e a dose do agente sensibilizante. 	As 

sim, em estudos de seleção genética, foi demonstrada a exis 

tëncia de linhagens .de camundongos "bons" respondedores 	e 

"maus" respondedores, no que diz respeito ao nTvel de produ 

ção de anticorpos (BIOZZI et al., 1977). Por outro 	lado, 

observou-se também que as altas doses do antTgeno induziam 

uma resposta do tipo IgE baixa e transtitõria, mas uma res 

gosta do tipo IgG com elevados valores (VAZ & LEVINE, 1970; 

VAZ et al.., 1970; PR0UV0ST-DANON et al., 1977). Além disso, 

tem sido demonstrada a existência de subpopulações de linf6 

citos T, com funções "helper" e supressora, que regulam 	a 

síntese de IgE, Estas células T, especificas para as IgEs, 

parecem ser distintas daquelas que regulam a produção 	de 

IgG (KISHIMOTO, 1982). 

1.5 - Objetivo  

0 presente trabalho é um estudo da resposta 	imuno 

lõgica do tipo IgG e IgE induzida em camundongos imunizados 

por via subcutãnea com diferentes frações proteicas de 	se 

mentes de Antocanpuz integnigotia L. A presença da lectina, 

jacalina, nos extratos protéicos sera' avaliada no 	tocante 

a seu papel imunomodulador. 



2 - MATERIAIS E M€TODOS  

2.1 - Animais  

Camundongos "Swiss" com idades entre 8 e 10 semanas, 

de ambos os sexos, trazidos do Connaught Laboratories 	.Lim 

i:t.ed (Ontãrio-Canadã) para os Laboratõrios Alfa-Connlab 	do 

Brasil S.A. (Fortaleza-Cearã) e mantidos em pequena colõnia 

no Departamento de BioquTmica e Biologia Molecular (UFC-For 

taleza - Cearã). 

Ratos albinos, adultos, machos, pesando entre 300 

e 400 g e mantidos em colônia fechada no Departamento de 

BioquTmica e Biologia Molecular (UFC - Fortaleza - Cearã). 

2.2 - AntTgenos de Origem Vegetal  

Foram Utilizados como antTgenos as seguintes prepa 

rações protéicas extraídas de sementes de Antocanpu4 Jnte 

gn,í4o ia L. (jaca, variedade mole) obtidos do mercado local: 

- FRAÇÃO GLOBULTNICA TOTAL,(_GT) 	preparada segundo 

OLIVEIRA (1980), usando-se, porém NaCl 0,15 M para a extra 

cão das proteínas solúveis nestas condições; 

- FRAÇÃO GLOBULTNICA SEM LECTINA (GSL) obtida quan 

do da purificação da lectina em coluna de afinidade de goma 

de guar imobilizada por "cross-linking" com 	epicloridrina 

segundo SILVA LIMA et al. (1986), como descrito 	posterior 

mente; 

- FRAÇÃO GLOBULTNICA PROCESSADA (GP) extraTda de se 

mentes previamente submetidas â cocção. 	Aproximadamente 

20 
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400 g de sementes secas foram cozidas por 2 horas a 	100°C 

em 2 litros de água. A seguir, as sementes foram secas 	em 

estufa a 80°C durante 22 horas e a fração GP preparada 	se 

gundo OLIVEIRA (1980); 

- FRAÇÃO ALBUMTNICA TOTAL (AT) obtida segundo 	OLI 

VEIRA (1980), usando-se, porém, NaC1 0,15M para a extração 

das proteínas solüveis.nestas condições; 

- FRAÇÃO ALBUMÏNICA SEM LECTINA (ASL) obtida quando 

da purificação da lectina em coluna de afinidade de goma de 

guar imobilizada por "cross-linking" com epicloridrina 
	

se 

gundo SILVA LIMA et al. (1986), como descrito posteriormen 

te; 

- FRAÇÃO ALBUMTNICA PROCESSADA (AP) extraída de se 

mentes previamente submetidas ao mesmo processo de 	cocção 

descrito para a fração GP e obtida segundo OLIVEIRA (1980); 

- FRAÇÃO LECTTNICA PURIFICADA (LP) obtida das 	fra 

ções albuminica e globulinica de acordo com a 	metodologia 

descrita por SILVA LIMA et al. (1986.). A lectina (jacalina) 

foi purificada por cromatografia de afinidade de goma 	de 

guar imobilizada por "cross-linking" com epicloridrina 	se 

gundo APPUKUTTAN et al. (1977) e SURESHKUMARet al. (1982). 

Uma coluna de goma de guar medindo 20,0 x 2,2 cm foi equili 

brada com Tris 0,05. M - Acido acético 0,025 M, NaC1 	:O,T 

M, pH 8,0 e a ela foi aplicada uma solução da fração albumi 

nica total ou da fração globulinica total . As proteínas: que 

não se ligaram ã coluna foram eluidas com este tampão e 	a 

seguir a jacalina foi eluida com o mesmo tampão contendo ga 

lactose 0,1 M. 

2.3 - Teste de Hemaglutinação  

A atividade hemagl uti nante das frações protéicas foi 

determinada utilizando o método descrito por MOREIRA & PER 

RONE (1977) modificado para o uso de hemãcias de coelho a 
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2% em NaC1 _)0,15 M e em presença de Cá2  e MA2  (MOREIRA 	et 

al., 1983). No presente trabalho foram usadas hemãcias 	de 

camundongos "Swiss". 

2.4 - Adjuvante  

Foi usado como adjuvante o gel de hidr6xido de alu 

mínio (Al(OH)3), devido seu forte poder de adsorção de pro 

ternas e por representar o melhor adjuvante para uma respos 

ta imunológica do tipo IgE (PROUVOST-DANON et al., 	1966). 

Sua preparação foi a seguinte: 15 g de sulfato de am6nio e 

alumTnio (A1NH4(SO4)2.12H20) foram dissolvidos em 180 ml de 

ãgua destilada, sendo em seguida acrescentados 75 ml 	de 

NaOH 1 N, gota a gota. A solução foi deixada em repouso por 

cerca de 24 horas, formando-se então um precipitado 	de 

Al(OH)3. 0 precipitado foi lavado com ãgua destilada 	por 

cinco (5) vezes, seguido por centrifugação (Centrifuga SOR 

VAL RC-5, ROTOR GSA) a 2.000 x g durante vinte (20) 	minu 

tos. Após a última lavagem o precipitado foi ressuspenso em 

um volume de aproximadamente 15 ml de ãgua destilada a fim 

de se obter um gel espesso, porém pipetãvel, tendo-se o cui 

dado de fazer uma boa homogeneização para evitar 	formação 

de grumos. 

Da suspensão foram tomadas aiTquotas de 1 ml, 	colo 

cadas em estufa a 100°C durante 24 horas e determinado o pe 

so seco. 0 gel foi ajustado para uma concentração de 50 	a 

60 mg/ml com NaCl 	0il5 M. 0 adjuvante assim preparado foi 

adicionado às suspensões antigenicas, imediatamente 	antes 

das mesmas serem injetadas nos camundongos. 

2.5 - Reagentes  

Azul de Evans - E. Merck, Darmstadt, Alemanha. 
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Ovalbumina 5 vezes cristalizada (90%) Serva, Heidel 

berg, Alemanha Ocidental. 

Goma de guar - lote 114F - 0742 de Sigma 	Chemical 

Co., St Louis, USA. 

Sulfato de amônio e alumínio (A1NH4(SO4)2. 12 H20) 

E. Merck, Darmstadt, Alemanha. 

Os demais reagentes utilizados neste trabalho foram 

de grau analítico e obtidos comercialmente, 

2.6 - Imunização por Via Subcutânea  

Grupos de dez (10) camundongos "Swiss" foram subcu 

taneamente injetados no dorso com 0,5 ml de solução salina 

esterilizada contendo diferentes doses dos antígenos e!10 mg 

do adjuvante (gel de hidr6xido de alumínio). Nos 219 e 359 

dias apõs a imunização inicial, foram aplicados reforços com 

as mesmas quantidades dos diferentes antígenos usados na i- 

munização inicial, porém sem adjuvante. 

2.7 - Obtenção de Antissoros  

As amostras de sangue foram coletadas com 	pipetas 

Pasteur, em diferentes dias (0, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 após 

a imunização inicial) por punção no plexo retro-orbital dos 

camundongos. 0 "pool" de sangue foi deixado em repouso 	du 

rante uma hora em estufa a 37°C para melhor retração do coã 

gulo. Recolhido o "pool" de soro, este foi centrifugado (In 

ternational Clinical Centrifuge modelo CL 4487x-7) a 2.500 

r.p.-m. por cinco (5) minutos para obtenção de um soro limpi 

do. Em seguida, o soro foi distribuído em tubos de plãstico 

em volume de 0,2 a 1,0 ml e armazenado a -20°C. 
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2.8 	Anafilaxia Cutânea Passiva  

A quantificação de anticorpos do tipo IgE em 	soro 

de camundongos foi feita através de reações de 	anafilaxia 

cutânea passiva (PCA) por sua capacidade de sensibilizar pe 

le de rato apõs um período de latência de 18 horas (OVARY, 

1952; MOTA & WONG, 1959). Por outro lado, a 	quantificação 

de anticorpos do tipo IgG em soro de camundongos foi 	feita 

também através de reações de PCA, porém, por sua capacidade 

de sensibilizar pele de camundongo apõs um período de latân 

cia de 2 horas. 

Os resultados foram expressos em títulos de PCA,que 

correspondem ao logaritmo na base dois do inverso da dilui 

ção mãxima do antissoro (Dmax), capaz de provocar uma 	rea 

ção cutânea positiva, ou seja: 

Titulo de PCA = log2(1/Dmax) 

2.8.1 - Reações de Anafilaxia Cutânea Passiva para IgG em 

Camundongos 

TTtulos de anticorpos do tipo IgG em "pools" de so 

ros de camundongos foram determinados por reações de PCA em 

camundongos "Swiss". A pele da região dorsal dos animais foi 

raspada e os antissoros em diluições seriadas foram injeta 

dos intradermicamente, em volumes de 50 ul, em pontos 	pre 

viamente marcados. Apõs um período de latência de 2 horas, 

as reações de PCA foram detectadas por desencadeamento 	in 

travenoso (plexo retro-orbital) com soluções salinas 	(0,25 

ml, 0,5%) de azul de Evans contendo os seguintes antígenos: 

fração globulinica total (GT) 100 pg, fração 	globulinica 

sem lectina (GSL) 250 pg, fração globulinica 	sem lectina 

(GSL) 200 pg + fração lectTnica purificada (LP) 50 pg, fra 

ção globulinica processada (GP) 250 pg, fração 	albuminica 
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total (AT) 100 pg, fração albuminica sem lectina (ASL) 250 

pg e fração albuminica processada (AP) 250 pg, Trinta minu 

tos mais tarde, os camundongos foram sacrificados em câmara 

fechada em presença de éter e a pele foi dissecada para 	a 

leitura da reação, feita atrav&s de manchas azuladas provo 

cadas pelo extravasamento do corante nos locais das aplica 

ções dos antissoros nas diversas diluições. Controles 	sem 

antissoro (salina) ou antígeno nas soluções desencadeantes 

deram resultados negativos. Cada teste foi feito, pelo 	me 

nos, em quatro (4) camundongos. Em todos os testes de PCA, 

para uma avaliação quantitativa precisa dos títulos dos so 

ros, foram injetados soros de títulos conhecidos, contendo 

anticorpos do tipo IgG, e os resultados foram usados para 

corrigir os títulos do soro experimental. 

2.8,2 - Reações de Anafilaxia Cutânea Passiva para IgE em 

Ratos 

TTtulos de anticorpos do tipo IgE em soro de camun 

dongos foram determinados por reações de PCA em ratos albi 

nos. A pele da região dorsal dos animais foi raspada e, di 

luições seriadas dos antissoros foram injetadas intradermi 

camente, em volumes de 100 p1, em pontos previamente marca 

dos, Apõs um período de latência de 18 horas, para sensibi 

lização da pele, as reações de PCA foram desencadeadas por 

via endovenosa, na veia peniana, com soluções salina 	(1,0 

ml, 0,5%) de azul de Evans contendo os seguintes antígenos: 

fração globulinica total (GT) 500 pg, fração 	globulinica 

sem lectina (GSL) 1,5 mg, fração globulinica sem 	lectina 

(GSL) 1,5 mg + fração lectinica purificada (LP) 250 pg, fra 

ção globulinica processada (GP) 1,5 mg, fração 	albuminica 

sem lectina (ASL) 1,5 mg,fração albuminica sem lectina(ASL) 

1,5 mg + fração lectinica  purificada (LP) 250 pg e fração al 

buminica processada (AP).1,5,mg, Apõs trinta (30) minutos, os 	ratos 

foram sacrificados em câmara fechada em presença de &ter e a pele foi 

dissecada para a leitura da reação, feita através 	de 	manchas 
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azuladas provocadas pelo extravasamento do corante nos 	lo 

cais das aplicações dos antissoros nas diversas diluições. 

Controles sem antissoro (salina) ou antígeno nas 	soluções 

desencadeantes deram resultados negativos. Cada teste 	foi 

feito, pelo menos, em dois (2) ratos. Em todos os testes de 

PCA, para uma avaliação quantitativa precisa do titulo 	do 

soro, foram incluídos soros de titulos conhecidos, contendo 

anticorpos do tipo IgE, e os resultados foram usados 	para 

corrigir os titulos do soro experimental. 

2.9 - Esquema Experimental  

Os camundongos foram divididos em grupos de dez (10) 

animais e imunizados por via subcutãnea com diferentes 	do 

ses das frações protéicas (antígenos) de acordo como seguin 

te esquema: 

A - Grupo controle de animais não imunizados 

B - Grupo controle de camundongos imunizados com 1, 

10 e 100 pg de ovalbumina 

C - Grupo da fração globulinica total (GT) 

C.1 - Camundongos imunizados com 1 pg 

C.2 - Camundongos imunizados com 10 pg 

C.3 - Camundongos imunizados com 100 pg 

D - Grupo da fração globulinica sem lectina (ASL) 

D.1 - Camundongos imunizados com 10 pg 

D.2 - Camundongos imunizados com 100 pg 

E - Grupo de camundongos imunizados com 100 pg 	da 

fração globulinica processada (GP) 

F - Grupo da fração albuminica total (AT). 

F.1 - Camundongos imunizados com 1 pg 

F.2 - Camundongos imunizados com 10 pg 



27 

F.3 - Camundongos imunizados com 100 pg 

G - Grupo da fração albuminica sem lectina (ASL) 

G.1 - Camundongos imunizados com 10 pg 

G.2 - Camundongos imunizados com 100 pg 

H - Grupo de camundongos imunizados com 100 pg 	da 

fração albuminica processada (AP) 

I - Grupo de camundongos imunizados com 100 pg 	de 

ovalbumina em ausência e presença de diferentes doses 	da 

fração lectinica purificada (LP) 

I.1 - Camundongos imunizados com 100 pg de OVA 

I.2 - Camundongos imunizados com 100 pg 	de 

OVA + 5 pg da fração LP 

I.3 - Camundongos imunizados com 100 pg 	de 

OVA + 50 pg da fração LP. 



3 - RESULTADOS  

3.1 - Na TABELA 2 estão discriminadas as atividades 	hema- 

glutinantes das vgrias frações protéicas de Antocan-

pu4 Lntegn.LÇot a L. expressas em atividades especifi-

cas, 

TABELA 2 - Atividades especificas das diferentes frações pro 
téi cas de sementes de Antocanpu4 -.n-egniÇotia L 

Frações protéicas 
	Atividades especificas 

(unidade/mg*) 

Fração albuminica processada 	0 

Fração albuminica sem lectina 	0 

Fração albuminica total 	1440 

Fração globulinica processada 	0 

Fração globulinica sem lectina 	0 

Fração globulinica total 	740 

Fração lectTnica purificada 	1500 

(*) Unidade de hemaglutinação (U.H.) 

28 
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3.2 - Respostas dos Tipos IgG e IgE em Camundongos Imuniza-

dos por Via Subcutânea com Ovalbumina (OVA) 

Os títulos de PCA para as respostas dos tipos IgG e 

IgE obtidos pela imunização subcutânea de camundongos 	com 

1, 10 e 100 pg de OVA, são mostrados nas FIGURAS 4 e 5 res 

pectivamente. As reações de PCA foram desencadeadas com OVA. 

3.2.1 - Resposta do Tipo IgG 

Para os camundongos imunizados com 1 pg de OVA (FI 

GURA 4A), as reações de PCA revelaram síntese de IgG duran 

te a resposta primária (7, 14 e 21 dias apõs a imunização 

inicial). Observou-se um titulo de 1 com 7 e 14 dias, 	que 

se elevou a 2 com 21 dias, a 4 com 28 dias (7 dias apõs 	a 

aplicação do primeiro reforço), aumentou para 6 com 35 dias 

e atingiu valor 7 aos 42 dias (7 dias apõs a aplicação 	do 

segundo reforço). Em soro de camundongos imunizados com 10 

pg de OVA (FIGURA 4B), foi detectada sintese de IgG com 	7 

dias, com titulo de 2, que caiu para 1 aos 14 dias e elevou 

se novamente a 2 com 21 dias. Aos 28 dias observou-se um ti 

tulo de 5, que se elevou para 7 com 35 dias e 	manteve-se 

inalterado até o final do experimento. Para os animais sen 

sibilizados com 100 pg de OVA (FIGURA 4C), as reaçõesde PCA 

revelaram titulo zero aos 7 dias, passando a 2 aos 14 dias, 

elevando-se a 3 com 21 dias, atingindo valor 8 aos 28 dias 

e mantendo-se inalterado até o 429 dia apõs a 	imunização 

inicial. 

Estes dados estão de acordo com a forma clássica de 

sintese de IgG onde os níveis séricos destes anticorpos au 

mentam com a elevação da dose e com os reforços do agente 

sensibilizante. 
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DIAS APÕS A. IMUNIZAÇÃO 

FIGURA 4 	Resposta do tipo IgG em camundongos imunizados por 

via subcutânea com 1 (A), 10 (B) e 100 pg (C) de 

ovalbumina. As reações de PCA foram desencadeadas 

em camundongos, apõs um período de laténcia de 2 

horas, com 250 pg de ovalbumina. As setas 	indi 

cam os dias de aplicação dos reforços. 
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DIAS APÓS A IMUNIZAÇAO 

FIGURA 5 - Resposta do tipo IgE em camundongos imunizados por 

via subcutânea com 1 (A), 10 (B) e 100 ug (C) de 

ovalbumina. As reações de PCA foram desencadeadas 

em ratos, após um período de latência de 18 	ho 
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ras, com 1,5 mg de ovalbumina. As setas indicam 

os dias de aplicação dos reforços. 
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3.2.2 - Resposta do Tipo IgE 

Em soro de animais sensibilizados com 1 pg de 	OVA 
(FIGURA 5A), não foi detectada sfntese de IgE aos 7 	e 14 

dias apõs a imunização inicial. Os resultados apresentaram 

titulo de PCA com valor 1 no 219 dia, que se elevou a 	7 no 

289 dia, caiu para 5 aos 35 dias e manteve-se constante até 

o 429 dia ap6s a iriiunizãçãó iniiciál. Para -os camundongos imuniza 

dos com 10 pg de OVA (FIGURA 5B), as reações de PCA revela 

ram síntese de IgE com 7 e 14 dias com titulo de PCA igual 

a 1, que caiu a zero com 21 dias, elevou-se a 5 no 289 dia 

e alcançou valor 8 aos 42 dias (7 dias ap6s a aplicação do 

segundo reforço). Para os animais sensibilizados com 100 pg 

de OVA (FIGUR.A 5C), foi detectada sintese de IgE com titulo 

de PCA 2 aos 7 e 14 dias, que caiu para 1 com 21 dias, 	ele 

vou-se a 6 no 289 dia, caiu para 5 com 35 dias e 	alcançou. 

novamente o valor 6 aos 42 dias ap6s a imunização inicial. 

Estes resultados mostram que somente com dose sensi 

bilizante de 100 pg de OVA, os nTveis séricos de IgE foram 

comparãveis aos padrões clãssicos, em que a sintese destes 

anticorpos aumenta com uma dose de reforço, cai em seguida 

e aumenta novamente com outra dose de reforço. 

A imunização com ovalbumina foi feita para se 	ava 

liar a reatividade imunolõgica dos animais usados neste tra 

balho. 

3.3 - Respostas dos Tipos IgG e IgE em Camundongos Imuniza-

dos por Via Subcutãnea com a Fração AlbumTnica Total  

(AT) 

Os títulos de PCA para as respostas dos tipos IgG e 

IgE obtidos pela imunização de camundongos por via subcutã• 

nea com 1, 10 e 100 pg da fração AT, são mostrados nas FIGU 
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RAS 6 e 7 respectivamente. As reações de PCA para IgG foram 

desencadeadas com as frações AT e ASL e para IgE foram 	de 

sencadeadas com as frações ASL e ASL + LP. 

3.3.1: - Resposta do Tipo IgG 

Para os camundongos imunizados com 1 pg da 	fração 

AT (FIGURA 6A), as reações de PCA desencadeadas com o anti 

geno especifico (fração AT) ou com a fração ASL não revela 

ram sintese de IgG ao longo de todo ,o experimento. Para os 

animais sensibilizados com 10 pg da fração AT (FIGURA 6B), 

as reações de PCA desencadeadas com o antígeno 	especifico 

(fração AT) não detectaram sintese de IgG durante a respos 

ta primãria. Os resultados apresentaram um titulo de 2 com 

28 dias, que se elevou a 4 com 35 dias e atingiu valor 	5 

aos 42 dias ap6s a imunização inicial. As reações de PCA pa 

ra estes mesmos soros, desencadeadas com a fração ASL,igual 

mente àquelas reações desencadeadas com a fração AT,não mos 

traram sintese de IgG aos 7, 14 e 21 dias ap6s a imunização 

inicial. Um titulo de 3 foi revelado com 28 dias, que 	se 

manteve inalterado aos 35 e 42 dias. Para os 	camundongos 

imunizados com 100 pg da fração AT (FIGURA 6C), as reações 

de PCA desencadeadas com a fração AT não revelaram sintese 

de IgG durante a resposta primãria. Um titulo de 4 foi 	de 

tectado com 28 dias, que aumentou para 6 no 359 dia,e mante 

ve-se inalterado ate o final do experimento. Jã as reações 

de PCA realizadas com estes mesmos soros e 	desencadeadas 

com a fração ASL revelaram sintese de IgG durante a respos 

ta primãria, aos 14 e 21 dias, com titulo de PCA igual a 1, 

que,se elevou a 3 nos 289 e 359 dias e alcançou valor de 4 

no 429 dia ap6s a imunização inicial. 
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DIAS APÓS A IMUNIZAÇÃO 

FIGURA 6 - Resposta do tipo IgG em camundongos imunizados por 

via subcutãnea com 1 (A), 10 (B) e 100 ug (C) da 

fração AT. As reaçóes de PCA foram desencadeadas 

em camundongos, apõs um perTodo de latência de 2 

horas, com 100 pg de AT (.-=—.) , 250 pg de ASL 

( q 	q ). As setas indicam os dias de aplicação 
dos reforços. 
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FIGURA 7 - Resposta do tipo IgE em camundongos imunizados por 

via subcutãnea com 1 (A), 10 (B) e 100 pg (C) da 

fração AT. As reaçóes de PCA foram desencadeadas 

em ratos, apõs um período de'latência de 18 	ho 

ras, com 1,5 mg de ASL (o--®), 1,5 mg de ___ASL 

+ 250 pg de LP (x 	x). As setas indicam os dias 

de aplicação dos reforços. 



3.3.2 - Resposta do Tipo IgE 

Para os camundongos imunizados com 1 pg da fração 

AT (FIGURA 7A), as reações de PCA desencadeadas com as fra 

ções ASL e ASL + LP apresentaram titulos nulos tanto na res 

posta primária como na resposta secundária. Em soro de ani 

mais sensibilizados com 10 pg da fração AT (FIGURA 7B), não 

foi detectada sTntese de IgE durante a resposta 	primária, 

quando as reações de PCA foram desencadeadas com as frações 

ASL e ASL + LP. No decurso da resposta secundária, observou 

se um titulo de 4 com 28 dias, que caiu para 2 com 35 dias 

e elevou-se para 5 aos 42 dias, quando as reações de PCA fo 

ram desencadeadas com a fração ASL. Já com a fração ASL 	+ 

LP, detectou-se um titulo de 6 aos 28 dias, que caiu para 4 

aos 35 dias e atingiu novamente o valor 6 no 429 dia. 	Para 

os camundongos imunizados com 100 pg da fração AT 	(FIGURA 

7C), sõ foi detectada sTntese de IgE a partir do 	289 dia, 

quando se observou titulo de PCA igual a 1, que caiu a zero 

no 359 dia e elevou-se novamente a 1 aos 42 dias, quando as 

reações de PCA foram desencadeadas tanto com a fração 	ASL 

quanto com a fração ASL + LP. 

A fração AT não põde ser utilizada como antfgeno de 

sencadeante das reações de PCA para. a resposta do tipo IgE 

porque as doses usadas eram superiores ã dose letal. 

3.4 - Resposta dos Tipos IgG e IgE em Camundongos 	Imuniza- 

dos por Via Subcutânea com a Fração AlbumTnica 	Sem 

Lectina (ASL) 

Os titulos de PCA para as respostas dos tipos IgG e 

IgE obtidos pela imunização de camundongos por via subcutã 

nea com 10 e 100 pg da fração ASL, são mostrados nas 	FIGU 

RAS 8 e 9 respectivamente. As reações de PCA foram desenca 

deadas com as frações ASL e AP. 
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FIGURA 8 - Resposta do tipo IgG em camundongos 	imunizados 

por via subcut5nea com 10 (A) e 100 ug (B) 	da 

fração ASL. As reações de PCA foram desencadea-

das em camundongos, apõs um período de latência 

de 2 horas, com 250 ug de ASL (0 	p), 250 ug de 

AP (A 	A). As setas indicam os dias de aplica- 

ção dos reforços. 
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DIAS APÓS A I M U N IZAÇAO 

FIGURA 9 - Resposta do tipo IgE em camundongos 	imunizados 

por via subcutânea com 10 (A) e 100 pg (B) 	da 

fração ASL. As reações de PCA foram desencadea-

das em ratos, apõs um período de latência de 18 

horas, com 1 ,5 mg de ASL (© 	0), 1 ,5 mg de 	AP 

(A 	A). As setas indicam os dias de 	aplicação 

dos reforços. 



3.4.1 - Resposta do Tipo IgG 

Para os camundongos imunizados com 10 pg da fração 

ASL (FIGURA 8A), as reações de PCA desencadeadas com o anti 

geno especifico (ASL) não revelaram sintese de IgG durante 

a resposta primaria. Um titulo de 4 foi observado no 289 dia 

(7 dias apõs a aplicação do primeiro reforço), que se 	ele 

vou para 5 aos 35 dias e manteve-se constante até o 429 did 

apõs a imunização inicial. Quando as reações de PCA, 	para 

estes soros, foram desencadeadas com a fração AP foram 	ob 

servados titulos de PCA nulos até o 359 dia e um titulo com 

valor igual a 2 foi detectado no 429 dia. Para os 	animais 

sensibilizados com 100 pg da fração ASL (FIGURA 8B), as rea 

ç6es de PCA desencadeadas com este antígeno revelaram sinte 

se de IgG durante a resposta primãria, apresentando titulo 

com valor 1 no 149 dia, que se elevou a 2 no 219 dia, a 	6 

com 28 e 35 dias e alcançou valor 8 aos 42 dias após a imu 

nização inicial. As reaç6es de PCA realizadas com estes so 

ros e desencadeadas com a fração AP não detectaram sintese 

de IgG no decurso da resposta primaria. Um titulo com valor 

4 foi detectado.aos 28 dias (7 dias apõs a aplicação do pri 

meiro reforço), que se manteve inalterado até o final do ex 

perimento. 

3.4.2 - Resposta do Tipo IgE 

Em soro de camundongos imunizados com 10 pg da fra 

ção ASL (FIGURA 9A), os titulos das reaç6es de PCA desenca 

deadas com este antígeno foram nulos até o 219 dia, 	apre 

sentando, porém, um valor de 6 aos 28 dias, caindo para 	4 

com 35 dias e elevando-se novamente a 6 no 429 dia após 	a 

imunização inicial. Quando as reações de PCA para estes so 

ros foram desencadeadas com a fração AP, detectou-se sinte 
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se de anticorpos do tipo IgE somente no 429 dia apõs a imu 

nização inicial, quando se observou titulo de PCA igual 	a 

4. Para os animais imunizados com 100 pg da fração ASL 	(FI 

GURA 9B), as reações de PCA desencadeadas com o antigeno es 

pecTfico (ASL) revelaram titulos de IgE com valor 2 	nos 

dias 7, 14 e 21, elevando-se a 6 no 289 dia, caindo para 3 

com 35 dias e atingindo novamente o valor 6 no 429 dia. As 

reações de PCA para estes mesmos soros desencadeadas com a 

fração AP apresentaram titulos de PCA nulos durante a 	res 

posta primaria. No decorrer da resposta secundaria, a curva 

obtida com este antigeno foi idéntica ã observada com a fra 

cão ASL (FIGURA 9B). 

3.5 - Respostas dos Tipos IgG e IgE em Camundongos 	Imuniza  

dos por Via Subcutânea com a Fração Albuminica Proces  

sada (AP) 

3.5.1 - Resposta do Tipo IgG 

Não foi detectada sintese de IgG em soro de 	camun 

dongos imunizados por via subcutânea com 100 pg da 	fração 

AP, quando as reações de PCA foram desencadeadas com o anti 

geno especifico (fração AP) ou com a fração ASL, na respos 

ta primaria bem como na resposta secundaria. 

3.5.2 - Resposta do Tipo IgE 

Não foi observada sintese de IgE em soro de 	camun 

dongos imunizados por via subcutânea com 100 pg da 	fração 

AP, quando as reações de PCA foram desencadeadas com o anti 

geno especifico ou com a fração ASL, ao longo de todo o ex 

perimento. 
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3.6 - Respostas dos Tipos IgG e IgE em Camundongos 	Imuniza  

dos por Via Subcutãnea com a Fração Globulinica Total  

(GT) 

Os títulos de PCA para as respostas dos tipos IgG e 

IgE obtidos pela imunização subcutãnea de camundongos 	com 

1, 10 e 100 pg da fração GT, são mostrados nas FIGURAS 10 e 

11 respectivamente. As reações de PCA foram 	desencadeadas 

com as frações GT, GSL e GSL + LP. 

3.6.1 . - Resposta do Tipo IgG. 

Para os camundongos imunizados com 1 pg da 	fração 

GT (FIGURA l0A), as reações de PCA desencadeadas com 	este 

antígeno não revelaram sintese de IgG no decurso da respos 

ta primãria (7, 14 e 21 dias após a imunização inicial). Ob 

servou-se um titulo de 4 com 28 e 35 dias, que se elevou a 

6 no 429 dia. Os testes de PCA realizados com estes mesmos 

soros e desencadeados com a fração GSL não detectaram sinte 

se de IgG aos 7 e 14 dias. Um titulo com valor 1 foi obser 

vado no 219 dia, que se elevou a 4 com 28 dias e manteve-se 

inalterado ate" o 429 dia. Para os animais. sensibilizadoscom 

10 pg da fração GT (FIGURA lOB), as reações de PCA desenca 

deadas com 	o mesmo antígeno não revelaram sintese de IgG 

aos 7, 14 e 21 dias. Detectou-se um titulo de PCA de 5 aos 

28 dias, que se manteve constante aos 35 dias e alcançou va 

lor 6 aos 42 dias após a imunização inicial. Para estes so 

ros, as reações de PCA desencadeadas com a fração GSL 	não 

detectaram sintese de IgG com 7 e 14 dias. Observou-se 	um 

titulo de 1 no 219 dia, que aumentou para 5 com 28 dias 	e 

manteve-se constante aos 35 e 42 dias após a imunização ini 

cial. Quando as reações de PCA, para estes mesmos soros, fo 

ram desencadeadas com a fração GSL + LP não se observou sin 
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FIGURA 10 — Resposta do tipo IgG em camundongos imunizados por 

via subcutânea com 1 (A), 10 (B) e 100 pg 	(C) 

da fração GT. As reaçóes de PCA foram 	desencadeadas 

em camundongos, apõs um perTodo de latência de 

2 horas, com 100 pg de GT (. 	-. ) , 250 pg 	de 

GSL (i3 	q ), 200 pg de GSL + 50 pg de LP (X X). 

As setas indicam os dias de aplicação dos reforços. 
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DIAS APÕS A IMUNIZAÇÃO 

FIGURA 11 	Resposta do tipo IgE em camundongos imunizados 

por via subcutãnea com 1 (A), 10 (B) e 100 pg 

(C) da fração GT. As reaçóes de PCA foram desen 

cadeadas em ratos, apôs um período de latência 

de 18 horas, com 500 pg de GT (. 	.), 1,5 	mg 

de GSL (q 	q), 1,5 mg de GSL + 250 pg de 	LP 

(x 	x). As setas indicam os dias de aplicação 

dos reforços. 
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tese de IgG aos 7 e 14 dias após a imunização inicial. 	Um 

titulo com valor 1 foi detectado com 21 dias, que se elevou 

a 5 no 289 dia, manteve-se inalterado aos 35 dias e 	alcan 

çou,  o•valbr 6 no .final !do" experimento. Em:soro 'de camundongos :imuniza 

dos com 100 ug da fração GT (FIGURA 10C), as reações de PCA 

desencadeadas com este mesmo antígeno revelaram síntese de 

IgG durante a resposta primãria, a_partir do 149 dia com ti 

tulo de PCA igual a 1, que se elevou a 2 com 21 dias, alcan 

çou um valor de 6 aos 28 dias e manteve-se inalterado 	aos 

35 e 42 dias após a imunização inicial. Para estes 	mesmos 

soros, no decurso da resposta primãria, foram observados ti 

tulos de PCA idênticos, quando as reações foram desencadea 

das tanto com a fração GSL quanto com a fração GSL + LP. A 

sTntese de IgG foi revelada somente a partir do 149 dia, com 

titulo de PCA igual a 2, que atingiu o valor 3 aos 21 dias. 

No que diz respeito ã resposta secundãria, verificou-se que 

os valores dos tTtulos de PCA mantiveram-se constantes com 

valores de 5 para as reações de PCA desencadeadas com a fra 

ção GSL e 6 para as reações desencadeadas com a fração GSL 

+ LP. 

3.6.2 - Resposta do Tipo IgE 

Para os camundongos imunizados com 1 ug da 	fração 

GT (FIGURA 11A), não se observou sTntese de IgE especifica, 

durante a resposta primãria, quando as reações de PCA. foram 

desencadeadas com as frações GT, GSL e GSL + LP. No decurso 

da resposta secundãria, quando as reações de PCA foram 	de 

sencadeadas com a fração GT observou-se um titulo de 6 aos 

28 dias, que caiu a zero aos 35 dias e elevou-se a 5 com 42 

dias após a imunização inicial. As reações de PCA 	desenca 

deadas com a fração GSL revelaram um titulo de 5 no 289 dia, 

que caiu para 1 com 35 dias e elevou-se a 4 aos 42 dias (7 

dias após a aplicação do segundo reforço). As reações 	de 
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PCA desencadeadas com a fração GSL + LP mostraram um titulo 

com valor 6 aos 28 dias, que caiu a 3 no 359 dia e 	elevou 

se novamente a 6 aos 42 dias apõs a imunização inicial. Em 

soro de animais sensibilizados com 10 pg da fração.GT (FIGU 

ra 11B), também não foi detectada síntese de IgE no decurso 

da resposta primãria, quando as reações de PCA foram desen 

cadeadas com quaisquer das frações antigénicas, GT, GSL 	e 

GSL.+ LP. No decorrer da resposta secundãria, as reações de 

PCA 'desencadeadas com a fração GT revelaram um titulo de 7 

aos 28 dias, que caiu para 4 aos 35 dias e elevou-se 	nova 

mente a 7 no 429 dia. Usando-se a fração GSL, como antTgeno 

desencadeante das reações de PCA, observou-se um titulo de 

5 no 289 dia, que caiu para 2 com 35' dias e aumentou para 6 

no 429 dia (7 dias apõs a aplicação do segundo 	reforço). 

Quando as reações de PCA foram desencadeadas com a 	fração 

GSL + LP reconstituiu-se uma curva idéntica ã obtida com a 

fração GT. Para os camundongos imunizados com 100 pg da fra 

ção GT (FIGURA 11C), ã semelhança do que foi observado' com 

as doses de 1 e 10 pg (FIGURA 11A, B), não se detectou sin. 

tese de IgE, no decurso da resposta primãria, quando as rea 

ções de PCA foram desencadeadas com a fração GT. Durante a 

resposta secundãria, 	observou-se um titulo de 2 com 	28 

dias, que caiu a zero no 359 dia e aumentou para 3 com 	42 

dias.apõs ã imunização inicial. Para estes mesmos 	soros, 

quando as reações de PCA foram desencadeadas com as frações 

GSL e GSL + LP não foi observada síntese de IgE na resposta 

primãria bem como na resposta secundãria. 

3.7 - Respostas dos Tipos IgG e IgE em Camundongos Imuniza  

	

dos por Via Subcutãnea com a Fração GlobulTnica 	Sem 

Lectina (GSL) 

Os 	tTtulos. 	de PCA para as respostas dos ti 

pos IgG e IgE obtidos pela imunização de camundongos por via 
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subcutãnea com 10 e 100 pg da fração GSL, são mostrados nas 

FIGURAS 12 e 13 respectivamente. As reações de PCA foram de 

sencadeadas com as frações GSL e GP. 

3.7,1 - Resposta do Tipo IgG 

Para os camundongos imunizados com 10 pg da fração 

GSL (FIGURA 12A), as reações de PCA desencadeadas com este 

antígeno não revelaram síntese, de IgG no 79 dia ap6s a imu 

nização inicial. Aos 14 e 21 dias, os resultados mostraram 

titulo de PCA 1, elevando-se a 5 com 28 e 35 dias e 	alcan 

çando valor 6 aos 42 dias. Os testes de PCA realizados com 

os mesmos soros e desencadeados com a fração GP 	revelaram 

sintese de IgG somente a partir do 219 dia, apõs a imuniza 

ção inicial, quando apresentou titulo de PCA com valor igual 

a 1, sendo observado nos demais dias do período 	experimen 

tal títulos idénticos aos obtidos com a fração GSL. Com  ani 

mais imunizados com 100 pg da fração GSL (FIGURA 12B), 	as 

reações de PCA desencadeadas com o mesmo antígeno não mos-

traram sintese de IgG aos 7 dias apõs a imunização inicial. 

Com  14 dias observou-se um titulo de 2, que aumentou para 3 

aos 21 dias, para 6 aos 28 dias e. atingiu valor 8 aos 	42 

dias. Para os mesmos soros foram feitas reações de PCA 	de 

sencadeadas com a fração GP. Neste caso, não foi 	detectada 

sintese de IgG aos 7 e 14 dias apõs a imunização 	inicial. 

Somente no 219 dia foi observado um titulo de PCA com valor 

1, que se elevou para 6 nos 289 e 359 dias e aumentou para 

8 no 429 dia. 

3.7.2 - Resposta do Tipo IgE 

Para os camundongos imunizados com 10 pg da fração 

GSL (FIGURA 13A), não foi detectada síntese de IgE no decur 



(A)  

(B)  

T
ÍT

U
L

O
 D
E

  P
C

A
 

8 

6 

4 

47 

7 14 21 28 35 42 

DIAS APÓS A IMUNIZAÇÃO 

FIGURA 12 - Resposta do tipo IgG em camundongos imunizados 

por via subcutãnea com 10 (A) e 100 pg (B) 	da 

fração GSL. As reações de PCA foram desencadea-

das em camundongos, apõs um período de laténcia 

de 2 horas, com 250 pg de GS,L (q 	q ), 250 	pg 

de GP (8 	8). As setas indicam os dias de apli 

cação dos reforços. 
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DIAS APÓS A IMUNIZAÇÃO 

FIGURA 13 - Resposta do tipo IgE em camundongos imunizados 

por via subcutãnea com 10 (A) e 100 pg (B) 	da 

fração GSL. As reações de PCA foram desencadea 

das em ratos, apõs um período de latência de 18 

horas, com 1,5 mg de GSL (q 	p), 1,5 mg de GP 

(p 	p). As setas indicam os dias de aplicação 

dos reforços. 
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so da resposta primãria, por reações de PCA 	desencadeadas 

com a fração GSL. Observou-se um titulo de 5 com 28 	dias, 

que caiu para zero com 35 dias e elevou-se a 6 no 429 	dia 

(7 dias apõs a aplicação do segundo reforço). As reações de 

PCA realizadas com estes mesmos soros e desencadeadas com a 

fração GP, revelaram títulos idênticos aos obtidos com 	a 

fração GSL para todos os dias testados. Para os animais sen 

sibilizados com 100 pg da fração GSL (FIGURA 13B), não foi 

observada s.Tntese de IgE durante a resposta primãria,quando 

as reações de PCA foram desencadeadas tanto com a fração GSL 

quanto com a fração GP. No decurso da resposta secundâria, 

quando as reações de PCA foram desencadeadas com a 	fração 

GSL detectou-se um titulo de 5 com 28 dias, que caiu para 3 

com 35 dias e elevou-se novamente a 5 no 429 dia, Jã as rea 

çõe_s desencadeadas com a fração GP detectaram um titulo de 

PCA com valor 5 aos 28 dias, que caiu para 1 com 35 dias e 

elevou-se novamente a 5 aos 42 dias. 

3.8 - Respostas dos Tipos IgG e IgE em Camundongos Imuniza  

dos por Via Subcutânea com a Fração GlobulTnica 	Pro 

cessada  (GP) 

Os títulos de PCA para as respostas dos tipos IgG e 

IgE obtidos pela imunização subcutânea de camundongos 	com 

100 pg da fração GP, são mostrados na FIGURA 14. As reações 

de PCA foram desencadeadas com as frações GP e GSL. 

3.8.1 - Resposta do Tipo IgG 

As reações de PCA realizadas com soro de animais sen 

sibilizados com 100 pg da fração GP (FIGURA 14A) e desenca 

deadas com este antígeno revelaram síntese de IgG durante a 
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FIGURA 14 	Respostas dos tipos IgG e IgE em 	camundongos 

imunizados por via subcutãnea com 100 jig 	da 

função GP. A) Resposta do tipo IgG. As reações 

de PCA foram desencadeadas em camundongos, após 

um período de latência de 2 horas, com 250 	pg 

de GP (A 	ZS), 250 pg de GSL (0—o); B) Res- 

posta do tipo IgE. As reações de PCA foram de-

sencadeadas em ratos, após um período de latén- 

cia de 18 horas, com 1,5 mg de GP 	1,5 

mg de GSL (E 	0). As setas indicam os dias de 

aplicação dos reforços. 
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resposta primãria, porém somente com 21 dias apõs a imuniza 

ção inicial, apresentando titulo de 2, que se elevou a.5 com 

28 dias e alcançou valor 6 aos 35 e 42 dias. Os títulos das 

reações de PCA para estes soros, desencadeadas com a fração 

GSL, mostraram-se idênticos aos obtidos com a fração GP. 

3.8.2 - Resposta do Tipo IgE 

Em soro de camundongos imunizados com 100 pg da fra 

ção GP (FIGURA 14B), as reações de PCA desencadeadas com as 

fraçóes GP e GSL apresentaram títulos nulos ao longo de to 

do o experimento. 

3.9 - Respostas dos Tipos IgG e IgE em Camundongos Imuniza  

dos por Via Subcutãnea com Ovalbumina em Auséncia 	e 

Presença de Diferentes Doses da Fração LectTnica  Puri 

ficada  (LP) 

Os títulos de PCA para as respostas dos tipos IgG e 

IgE obtidos pela imunização de camundongos por via subcutã 

nea com 100 pg de OVA, 100 pg de OVA + 5 pg da fração LP e 

100 pg de OVA + 50 pg da fração LP, são mostrados nas FIGO 

RAS 15 e 16 respectivamente. As reações de PCA foram desen 

cadeadas com OVA. 

3.9.1 - Resposta do Tipo IgG 

Para os camundongos imunizados com 100 pg de 	OVA 

(FIGURA 15), as reações de PCA revelaram síntese de IgG com 

14 e 21 dias, apõs a imunização inicial, quando 	apresenta 

ram titulo 1, elevando-se a 8 com 28 dias e chegando a 9•no 
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0 7 14 21 28 35 

DIAS APÓS A IMUNIZAÇAO 

FIGURA 15 - Resposta do tipo IgG em camundongos imunizados 

por via subcutànea com 100 pg de OVA (O 	O), 

100 pg de OVA + 5 pg de LP (x 	x), 100 pg de 

OVA + 50 pg de LP (* 	*). As reações de 	PCA 

foram desencádeadas. em camundongos, apõs um pe 

riodo de latência de 2 horas, com 250 pg de OVA. 
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DIAS APÓS A IMUNIZAÇAO 

FIGURA 16 -. Resposta do tipo IgE em camundongos imunizados 

por via subcutãnea com 100 pg de OVA (O 	O), 

100 pg de + 5 pg de LP (x 	x), 100 pg de OVA 

+ 50 pg de. LP (* 	-*). As reações de PCA foram 

desencadeadas em ratos, apõs um período de 	la 

tência de 18 horas, com 1,5 mg de OVA. 

1 G 
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359 dia. Em soro de animais sensibilizados com 100 pg 	de 

OVA associada a 5. pg da fração LP (FIGURA 15), as 	reações 

de PCA detectaram síntese de IgG aos 14 dias, após a imuni 

zação inicial, quando se observou titulo igual a 2, que au 

mentou para 3 com 21 dias, para 8 com 28 dias e permaneceu 

constante até o 359 dia. Para os animais imunizados com 100 

pg de OVA associada a 50 pg da fração LP (FIGURA 15), sõ foi 

detectada síntese de IgG a partir do 149 dia, com 	titulo 

de PCA igual a 1, que permaneceu constante aos 21 dias, au 

mentou para 8 com 28 dias e alcançou valor 9 aos 35 	dias 

após a imunização inicial. 

3.9.2 - Resposta do Tipo IgE 

Para os camundongos imunizados com 100 pg de 	OVA 

(FIGURA 16), as reações de PCA detectaram sTntese de IgE es 

pecTfica somente a partir do 149 dia, quando 	apresentaram 

titulo igual a 1, que permaneceu constante até o 219 	dia, 

elevou-se para 8 com 28 dias e caiu a 6 no final do experi 

mento. Em soro de animais imunizados com 100 pg de OVA asso 

ciada a 5 pg de da fração LP (FIGURA 16), as reações de PCA 

detectaram sTntese de IgE somente a partir do 149 dia 	com 

titulo igual a 1, que aumentou para 3 com 21 dias, alcançou 

valor 10 no 289 dia e caiu para 8 com 35 dias. Para os 	ca 

mundongos sensibilizados com 100 pg de OVA associada a 	50 

pg da fração LP (FIGURA 16), observou-se um titulo de 	PCA 

com valor 1 somente a partir do 219 dia, que se elevou a 6 

com 28 dias e caiu para 4 no 359 dia após a imunização ini 

ciai. 
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4 - DISCUSSÃO  

4.1 - Resposta do Tipo IgG em Camundongos Imunizados por Via 

Subcutânea com Diferentes Doses da Fração Albumfnica  

Total (AT) e da Fração Globulinica Total (GT). 

Os títulos de PCA que quantificaram a síntese de IgG 

em soro de camundongos imunizados por via subcutânea com di 

ferentes doses da fração albumfnica total (AT) e da fração 

globulínica total (GT) (FIGURAS 6 e 10), revelaram um 	per 

fil de sTntese de IgG comparãvel ao obtido quando se 	usou 

um antTgeno como a ovalbumina (FIGURA 4). Isto quer 	dizer 

que, com baixas doses do antTgeno os títulos de PCA 	foram 

mais baixos e aumentaram com o aumento das doses e com 	os 

reforços do agente sensibilizante. (PROUVOST-DANON et al., 

1972). Embora tenha havido concordância no perfil da sinte 

se de IgG entre ovalbumina e as duas frações protéicas, AT 

e GT, de Antocanpu4 tintegnJÇoUUa L., no caso da fração albu 

mTnica total (AT), com dose sensibilizante de 1 pg não hou 

ve resposta do tipo IgG (FIGURA 6A). Com a dose de 10 pg da 

fração AT (FIGURA 6B), os títulos de PCA foram mais baixos 

quando comparados com aqueles obtidos pela imunização de ca 

mundongos com a mesma dose de 10 pg de ovalbumina 	(FIGURA 

4B) ou da fração GT (FIGURA 10B). Com 100 pg da fração 	AT 

(FIGURA 6C), somente na resposta secundãria, nos dias 35 e 

42, apõs a imunização inicial, os títulos de PCA 	foram 

iguais aos revelados contra a fração GT (FIGURA 10C) e 	um 

pouco mais baixo do que os observados contra ovalbumina (FI 

GURA 4C), na mesma dose de 100 pg. Por outro lado, 	quando 

camundongos foram imunizados com 1, 10 e 100 pg da 	fração 

GT (FIGURA 10), a resposta do tipo IgG mostrou nTveis de an 

ticorpos semelhantes aqueles induzidos pela imunização sub- 
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cutãnea de camundongos com as mesmas doses de 1, 10 e 100 pg 

de ovalbumina (FIGURA 4). Vale ressaltar que a ovalbumina u 

tilizada, além de se encontrar no estado puro, é considera 

da um antígeno potente por sua alta capacidade imunogénica 

(PROUVOST-DANON, 1972). No caso das 	 de 

jaca, elas são constituídas por uma 

seguramente 

tão altos quanto aqueles anti -OVA 	mos 

tram uma alta imunogenicidade da fração GT. Por outro lado, 

possível que a fração GT de jaca tenha maior 	capacidade 

imunogenica que a fração AT, devido ao fato de possuir pro 

temnas com pesos moleculares mais elevados do que 	aqueles 

das proteínas que constituem a fração AT (OLIVEIRA, 1980). 

De acordo com UNANUE & BENACERRAF ,  (1 986) , ã medida que um an 

tTgeno aumenta em complexidade química, haver maior oportu 

nidade para que um indivíduo possua os linf6citos cooperado 

res, que reconhecem alguns ou todos os diferentes 	determi 

nantes. Como a fração GT apresenta aproximadamente a mesma 

quantidade de lectina que a fração AT (resultados não 	.mos 

trados), exclui-se com isso a possibilidade de atribuir-se 

a maior capacidade imunogenica da fração GT, ã presença de 

maior quantidade de lectina. 

Os tTtulos de IgG foram praticamente os mesmos quan 

do se imunizou camundongos com baixas doses das frações AT 

ou GT (10 pg de AT e 1 e 10 pg de GT) se a solução desenca 

deante continha todas as proteinas (AT ou GT) ou simplesmen 

te os antTgenos correspondentes a estas frações das quais a 

lectina fora retirada (FIGURAS 6 e 10). Contudo, a natureza 

aditiva da resposta do tipo IgG foi claramente demonstrada 

quando camundongos foram imunizados com alta dose (100 pg) 

das frações AT e GT (FIGURAS 6C e 10C). Portanto, com 	100 

pg dessas frações e durante a resposta secundãria, os titu 

los de IgG das reações de PCA desencadeadas com os 	antTge 

nos especTficos (AT e GT) foram mais elevados do que os ti 

tulos obtidos tendo-se como antTgenos desencadeantes as fra 

çdes albuminica e globulinica sem a lectina (FIGURAS 6C 	e 

ja imunogenicidade 

los de IgG anti-GT 

frações proteicas 

mistura de proteinas cu 

variada. Portanto, os titu 
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10C). No caso da fração globulinica, este efeito aditivo foi 

comprovado quando se usou como antTgeno desencadeante a fra 

cão GSL + LP e foram obtidos os mesmos títulos de PCA 	que 

aqueles observados com a fração GT (FIGURA 10C). Assim, pa 

rece que a formação de IgG especifica se processa 	indepen 

dentemente para cada mistura de proteTnas usadas para a imu 

nização e a lectina não exerce efeito imunomodulador sobre 

a produção de anticorpos do tipo IgG. 

4.2 - Resposta do Tipo IgE em Camundongos Imunizados 	por 

Via Subcutânea com Diferentes Doses da Fração AlbumT  

nica Total (AT) e da Fração GlobulTnica Total (GT). 

Os títulos de PCA que quantificaram a síntese 	de 

IgE em soro de camundongos imunizados por via subcutânea com 

diferentes doses da fração albuminica total (AT) (FIGURA 7) 

e da fração globulinica total (GT) (FIGURA 11) mostraram du 

rante a resposta secundãria que, no caso de imunização com 

baixas doses de proteTnas de jaca (10 pg de AT e 1 e 10 pg 

de GT) o perfil da sTntese de IgE especifica apresentou 	a 

forma clãssica, onde baixas doses do antígeno induziram al 

tos títulos de PCA. Estes resultados são comparãveis 	aos 

obtidos quando se imuniza camundongos com um antTgeno como 

a ovalbumina (FIGURA 5) e confirmamos resultados 	obtidos 

por VAZ & LEVINE (1970), VAZ et al. (1970) e PROUVOST-DANON 

et al. (1977), nos quais a resposta do tipo IgE e mais 	in 

tensa quando a dose do antTgeno sensibilizante é baixa. 

Aparentemente, devido ardiferença na capacidade imu 

nogenica das proteTnas presentes nas frações albuminica 	e 

globulinica, no caso especifico da fração albuminica, na do 

se sensibilizante de 1 pg não houve síntese de IgE (FIGURA 

7A). 

Considerando-se o fato de que a ovalbumina utiliza 

da tinha alto grau de pureza, o comportamento das 	frações 
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proteicas de jaca, constituTdas de uma mistura de 
	diferen 

tes proteínas, em concentrações abaixo das consideradas bai 

xas quando se usa um bom antigeno como ovalbumina, ao 	indu 

zir titulos de IgE tão altos quanto os observados quando se 

imuniza camundongos com baixas doses (10 pg de AT e 1 e 10 

pg de GT), sugere a necessidade de outra explicação para o 

fato que não o da simples indução de mais altos títulos de 

IgE por baixas doses do antigeno sensibilizante. A explica 

ção mais plausível é a de que a lectina, jacalina, presente 

entre as proteínas das frações de Antocanpu tintegti6ottiaL. 

desempenharia um papel regulador sobre a síntese de IgE. Jã 

foi demonstrado que a jacalina é um potente mitõgeno de lin 

fócitos T e ativador policlonal de células B (BUNN-MORENO & 

CAMPOS-NETO, 1981). Desta maneira, a ação da jacalina sobre 

a ' 	síntese de anticorpos do tipo IqE poderã ser feita 

através do estimulo de subpopulações 	de linfocitos 	T- 

"helper". 	Ainda assim os titulos de IgE induzidos pelos an 

tTgenos da jaca são baixos como também o são os títulos de 

IgE anti-ovalbumina revelados nos camundongos usados no pre 

sente trabalho. Isto, possivelmente, se deve ao fato de es 

tarmos diante de fatores genéticos que são conhecidos 	por 

exercerem profunda influência sobre a sTntese de IgE (PROU 

VOST-DANON et al., 1977). A sTntese de IgE anti-AT nas 	do 

ses de 10 e 100 pg e anti-GT nas doses de 1, 10 e 100 pg s6 

foi detectada apõs as doses de reforços, isto e, na respos 

ta secundaria (FIGURAS 7B, C e 11). Segundo analise da rea 

tividade imunolõgica dos camundongos usados neste trabalho, 

a resposta primaria é habitualmente fraca ou 	inexistente. 

(SOUZA-NUNES & SILVA LIMA, 1986). Neste caso, melhor 	serã 

evitar maiores especulações sobre a resposta imunolõgica pri 

mãria, sobretudo quando ela for negativa. 

Com dose imunizante de 100 pg das frações AT e 	GT 

(FIGURAS 7C e 11C), houve uma inibição da resposta IgE até 

mais forte do que quando se usou um antigeno como a ovalbu 

mina (FIGURA 5C). Como foi dito anteriormente, em 	estudos 

realizados por VAZ & LEVINE (1970), VAZ et al. (1970) 	e 
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PROUVOST-DANON. et al. (1977), altas doses de um 	antígeno 

inibem a produção de anticorpos do tipo IgE. Portanto, con 

siderando o fato da ovalbumina utilizada ser uma 	proteína 

pura e conhecida por ser um antígeno usado de modo corrente 

como padrão nos estudos de imunização :(PROUVOST-DANON, 1972), 

e as frações AT e GT de jaca, uma mistura de proteinas, tu 

ja imunogenicidade é seguramente variada, novamente sugeri 

mos a inte'rferencia da ação moduladora da jacalina, presen 

te entre as demais proteinas de Antocanpu. integni4o 2.La L. 

Como jã foi dito, com baixas doses de AT e GT (10 pg de AT 

e l'e 10 pg de GT) a produção de IgE foi estimulada, enquan 

to que, com 100 pg destas frações protéicas, a sintese 	de 

IgE foi fortemente inibida (FIGURAS 7 e 11). 

Uma prova de que a lectina, jacalina, foi 	responsã 

vel por este efeito foi dada nas experiencias em que os ca 

mundongos foram sensibilizados com 10 e 100 pg das frações 

proteicas de onde a lectina fora retirada (ASL e GSL). Nes 

tes casos, os títulos de IgE não se apresentaram 	estimula 

dos com baixa dose (10 pg) de ASL e. GSL e nem inibidos 	com 

100 pg de ASL ou GSL (FIGURAS 9 e 13). 0 mesmo efeito imuno 

modulador exercido pela jacalina sobre a sintese de IgE foi 

observado nos animais imunizados com uma proteína não rela 

cionada ;  como a ovalbumina (100 pg) associada a baixas 	(5 

pg) e altas (50 pg) doses de jacalina, como serã discutido 

posteriormente. 

Além do papel imunomodulador exercido pela jacalina 

sobre a sintese de IgE, foi também verificada a sua ativida 

de imunogenica individual. Isto foi comprovado quando a rea 

ção de PCA foi desencadeada com o antígeno especifico (GT), 

com uma mistura das frações albuminica ou globulfnica 	sem 

lectina (ASL ou'GSL) as quais foi adicionada lectina 	pura 

ou simplesmente com as frações ASL ou GSL (FIGURAS 7 e 11). 

0 efeito imunomodulador, dependente da dose, sobre 

a síntese de IgE não foi verificado sobre a sintese de anti 

corpos do tipo IgG, como discutido anteriormente, enfatizan 

do assim, o carãter distinto dos dois sistemas de 	sintese 
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desses anticorpos (JARRETT, 1984). Estes dados confirmam 	o 

que jã vem sendo dito, que a modulação da sTntese de IgG é 

feita a nível de uma subpopulação de linf6citos T diferente 

daquela que regula a sTntese de IgE (ASTORQUIZA & 	SAYAGO, 

1984). A modulação da síntese de IgE por outra lectina, 	no 

caso a Con A,jã tinha sido também observada por GOLLAPUDI & 

KIND (1975). 

4.3 - Respostas dos Tipos IgG e IgE em Camundongos Imuniza  

dos por Via Subcutãnea com Ovalbumina em Ausência 	e 

Presença de Diferentes Doses da Fração Lectfnica  Puri  

ficada  (LP) 

Para verificar a ação imunomoduladora da jacalina so 

bre as respostas dos tipos IgG e IgE, camundongos foram imu 

nizados com 100 pg de ovalbumina na presença de 5 ou 50 pg 

da fração lectinica purificada (LP) (FIGURAS 15 e 16). 	Os 

resultados obtidos comprovaram a ausência de ação modulado 

ra, dependente da dose, da jacalina sobre a resposta 	IgG, 

pois não foram observadas diferenças apreciãveis nos nTveis 

de PCA quando animais foram sensibilizados com 	ovalbumina 

em auséncia ou presença de jacalina purificada (FIGURA 15). 

Por outro lado, o mesmo não ocorreu com a resposta do tipo 

IgE, que se mostrou estimulada por baixa dose 	(c.a. 	5 

pg) e fortemente inibida por alta dose (c.a. 	50 pg) 	de 

jacalina, quando os resultados foram comparados com 	os de 

imunização simplesmente com ovalbumina (FIGURA 16), 	demons 

trando, assim, que esta lectina desempenha um papel imunomo 

dulador, dependente da dose, sobre os anticorpos do 	tipo 

IgE, mesmo quando induzidos por um antígeno não relacionado 

como a ovalbumina. Este fato vem corroborar a idéia do cara 

ter distinto dos sistemas de sTntese dos anticorpos do tipo 

IgE e do tipo IgG (JARRETT, 1984). Estes resultados 	estão 

também de acordo com a observação de um efeito 	modulador, 

dependente do tempo, da lectina PHA sobre a sTntese de IgE 
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onde, igualmente, esta lectina não teve influência sobre a 

resposta IgG (ASTORQUIZA & SAYAGO, 1984). Como a jacalina e 

um reconhecido agente ativador policlonal de linfõcitos 	T 

do sangue periférico humano (BUNN-MORENO & CAMPOS-NET0,1981 ), 

é provãvel que a modulação da sTntese de IgE se faça 	atra 

ves da ativação de linfõcitos T específicos para esta cias 

se da anticorpos. Os resultados apresentados também sugerem 

que a jacalina pode ativar diferentes subpopulações de caiu 

las T, dependendo da dose de sensibilização. Em baixas con 

centrações de jacalina predomina uma função "helper",enquan 

to que em altas doses, aparentemente, são ativadas células 

T supressoras especificas para IgE (GOLLAPUDI & KING, 1975; 

SILVA LIMA et al. 1986). 

4.4 - Respostas dos Tipos IgG e IgE em Camundongos 	Imuniza  

dos por Via Subcutânea com Diferentes Doses da Fração  

AlbumTnica Sem Lectina (ASL) e da Fração GlobulTnica  

Sem Lectina (GSL) 

Com a finalidade de analisar melhor a ação da 	fra 

ção lectTnica purificada (LP) sobre as respostas dos tipos 

IgG e IgE, animais foram sensibilizados com 10 e 100 pg de 

proteTnas de jaca livres de lectina, ou seja, ASL (FIGURAS 

8 e 9) e GSL (FIGURAS 12 e 13). Nos dois casos, a resposta 

IgG (FIGURAS 8 e 12) apresentou uma cinética de reação 	de 

acordo com a forma clãssica de sTntese destes 	anticorpos, 

onde os nTveis séricos dos mesmos aumentam com o aumento da 

dose e com os reforços do agente sensibilizante 	(PROUVOST- 

DANON et al., 1972). Além disso, estes dados foram compara 

veis aos revelados em camundongos imunizados com as mesmas 

doses (10 e 100 pg) de ovalbumina (FIGURAS 4, 8 e 12). Como 

jã foi mencionado anteriormente, considerando-se o fato da 

ovalbumina utilizada ser uma proteTna inica e usada corren 

temente como padrão em estudos de imunização 	(PROUVOST- 

DANON, 1972), o comportamento das frações ASL e GSL, 	como 
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sendo constituTdas de uma mistura de proteTnas, cuja imuno 

genicidade é seguramente variada, ao induzir títulos de IgG 

semelhantes aos obtidos contra ovalbumina (FIGURAS 4,8 e 12), 

sugere alta capacidade imunogénica destas frações protéicas. 

Os titulos de IgG anti-ASL e anti-GSL (FIGURAS 8 e 

12) apresentaram tendências comparãveis aos revelados 	em 

animais sensibilizados com 10 e 100 pg das frações AT e GT 

(FIGURAS 6 e 10). Este fato vem corroborar a idéia de que a 

sTntese de IgG se processa do mesmo modo, independente 	da 

presença ou ausência da lectina, ou seja, a jacalina 	não 

exerce efeito imunomodulador, dependente da dose, sobre 	a 

sintese de anticorpos do tipo IgG. 

No tocante ã resposta do tipo IgE, foi 	verificado 

que os títulos destes anticorpos não se apresentaram estimu 

lados quando os camundongos foram imunizados com 10 pg das 

frações ASL ou GSL e nem inibidos pela imunização dos ani 

mais com 100 pg das duas frações (FIGURAS 9 e 13), contras 

tando com os resultados obtidos dos experimentos em que os 

animais foram sensibilizados com as mesmas doses (10 e 100 

pg) das frações AT e GT (FIGURAS 7 e 11). Estes resultados 

foram também discordantes daqueles obtidos pela sensibiliza 

ção de animais com 100 pg de ovalbumina na presença de dife 

rentes doses de jacalina (FIGURA 16). Como jã foi dito ante 

riormente, os titulos de IgE anti-OVA associada a 5 pg 	de 

jacalina apresentaram-se estimulados, enquanto que a mesma 

dose (100 pg) de ovalbumina associada a 50 pg de 	jacalina 

induziu uma sTntese de IgE, cujos títulos apresentaram-se i 

nibidos quando comparados com os títulos de IgE anti-OVA so 

mente (FIGURA 16). Assim, os experimentos de imunização com 

proteTnas na presença de jacalina, seja, AT, GT ou OVA (FI 

GURAS 7, 11 e 16), apresentaram uma cinética de reação leme 

lhante, ao passo que, a sTntese de IgE anti-protefnas de ja 

ca livres de lectina, ASL e GSL, assemelharam-se mais ao per 

fil da sintese destes anticorpos contra OVA somente 	(FIGU 

RAS 5, 9 e 13). 

0 perfil da sTntese de IgE anti-ASL e anti-GS.L com 
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prova, portanto, o efeito imunomodulador, dependente da do 

se, exercido pela jacalina sobre a síntese destes 	anticor 

pos . 

4.5 - Resposta do Tipo IgG em Camundongos Imunizados por Via  

Subcutãnea com as Frações AlbumTnica Processada (AP) 

e GlobulTnica Processada  (GP) 

A imunogenicidade das frações protéicas (albumTnica 

e globulinica) de sementes de jaca foi preliminarmente estu 

dada apõs modificação introduzida pelo calor. 

A resposta do tipo IgG induzida pela fração globuli 

nica processada (GP) apresentou cinética de reação semelhan 

te as obtidas em soros de animais sensibilizados com a mes 

ma dose (100 pg) das frações globulinica total (GT) e 	sem 

lectina (GSL) (FIGURAS IOC, 126 e 14A). Estes resultados su 

gerem que o tratamento de cocção feito em sementes de jaca, 

pode não ter sido suficiente para provocar uma 	alteração 

significativa nas propriedades imunogénica e antigénica das 

proteTnas da fração gTobulTnica, uma vez que estas 	foram 

mantidas para a resposta do tipo IgG. E possTvel, por outro 

lado, que as protefnas da fração globulinica tenham 	sido 

desnaturadas, porém sem perderem sua imunogenicidade. 	Con 

cordando com isto, MARSH et al. (1970) observaram que alér 

genos modificados pelo formaldefdo retinham sua capacidade 

de induzir formação de anticorpos do tipo IgG 	que apresen 

tavam, inclusive, reação cruzada com o alérgeno nativo. 

No tocante ã fração albumTnica processada (AP), não 

foi detectada síntese de IgG em animais sensibilizados com 

100 pg desta fração protéica, diferentemente do 	observado 

com a fração GP. Tal comportamento pode ser atribuído ã pre 

sença de proteínas com diferentes pesos moleculares 	nas 

duas frações protéicas (AP e GP), como foi mostrado anteri 

ormente por OLIVEIRA (1980). Sugerimos então, que a ação do 
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calor possa ter causado uma desorganização mais intensa na 

estrutura das proteTnas albumTnicas, que possivelmente são 

menos complexas, de modo que quando se usou 100 pg 	deste 

material para imunização dos animais, não havia uma quanti 

dade suficiente de proteTnas com capacidade efetiva para de 

sencadear o mecanismo de sTntese de anticorpos do tipo IgG. 

Pode também ser especulado que, no processo de cocção 	das 

sementes, estas proteTnas tenham sido mais facilmente perdi 

das, uma vez que não temos provas factuais diretas de 	uma 

desnaturação total. Ao contrãrio, sabemos que algo da estru 

tura protëica foi mantido, uma vez que este material foi ca 

paz de desencadear reação de PCA em soro de animais sensibi 

lizados com a fração albumTnica sem lectina (nativa) 	(FIGU 

RA 8). 

4.6 - Resposta do Tipo IgE em Camundongos Imunizados 	por 

Via Subcutãnea com as Frações Albuminica 	Processada  

(AP) e Globulinica Processada (GP). 

No caso da resposta do tipo IgE especifica, não se 

observou síntese destes anticorpos quando foram usadas 	do 

ses de 100 pg das frações AP ou GP (fração GP FIGURA 14B). 

No que diz respeito ã fração GP, este fato demonstra 	mais 

uma vez o funcionamento distinto dos sistemas de sTntese de 

anticorpos do tipo IgE e do tipo IgG (JARRETT, 1984). Tudo 

indica que o mecanismo de produção de IgE é mais 	susceptT 

vel a modificações dos padrões clãssicos. Assim é que,o-tra 

tamento pelo calor levou a um desaparecimento da capacidade 

imunogênica de ambas as frações para a sTntese de IgE espe 

cTfica. Por outro lado, voltamos a chamar a atenção para o 

fato de que, no tocante ã sTntese de IgG, pelo menos a fra 

ção GP induziu a sTntese destes anticorpos, mostrando 	pro 

vavelmente, o menor grau de exigências no mecanismo de pro 

dução da IgG. 
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No caso presente, as proteínas modificadas pelo ca 

lor e que não retiveram sua capacidade imonogênica, estavam 

integras o suficiente para reagir com os anticorpos do tipo 

IgE induzidos pelas frações ASL e GSL (nativas) (FIGURAS 9 

e 13), demonstrando, portanto, possuírem ainda 	capacidade 

antigênica. 



5 - CONCLUStiES  

1 - A capacidade imunogenica da fração globulinica de semen 

tes de jaca foi mais elevada do que a da fração albumi 

nica, estando presente entre as proteínas de ambas 	as 

frações, a jacalina; 

2 	A lectina, jacalina, presente entre as proteínas de ja 

ca, além de seu papel como alergeno de origem vegetal, 

exerce um efeito imunomodulador, dependente da dose, so 

bre a síntese de anticorpos do tipo IgE. Doses 	baixas 

de jacalina estimulam a síntese de IgE e altas 	doses 

inibem-na; 

3 - A lectina, jacalina, não exerce efeito 	imunomodulador 

sobre as imunoglobulinas do tipo IgG; 

4 - 0 mesmo efeito imunomodulador, dependente da dose, exer 

cido pela jacalina sobre a produção de IgE, anti-protei' 

nas de sementes de jaca, foi igualmente demonstrado em 

proteínas não relacionadas, como a ovalbumina; 

5 - 0 tratamento prévio das sementes pelo calor destruiu a 

imunogenicidade em termos de IgG da fração albuminica e 

não destruiu a da fração globulinica. Em ambas as 	fra 

çóes, a antigenicidade foi mantida; 

6 - 0 tratamento prévio das sementes, pelo calor, 	destruiu 

a imunogenicidade em termos de IgE, tanto da fração al 

buminica como da fração globulinica, retendo, contudo, 

a antigenicidade destas frações. 

66 



6 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS  

APPUKUTTAN, P.S., A. SUROLIA & B.K. BACHHAWAT. Isolation of 

two gal actose - binding proteins from RicLnud 	commune,4 

by affinity chromatography. Indian J. BLochem. 	Be.ophy4. 

14, 382-384, 1977. 

ASTORQUIZA, M.I. & S. SAYAGO. Modulation of IgE response by 

phytohemagglutinin. Int. Atcch4 A--engy app-. Immun. 	73, 

367-369, 1984. 

AUB, J.C., C. TIESLAU & A. LANKESTER. Pnoc. Natt. Acad. Sce.. 

50, 613-619, 1963. Citado por SHARON e LIS, 1977, 

AUB, J.C., B.H. SANFORD & M.N. COTE. Pnoc. Nat-. Acad. Sci. 

54, 396, 1965. Citado por SHARON e LIS, 1977. 

BARTH, R.E. & O. SINGLA. Differential effects of Concanavalin 

A on T helper dependent and independent antibody responses. 

Ce--. Immune-. 9, 96, 1973. 

BINAGHI, R.A. & A. PERRUDET - BADOUX. Activité additive des 

anticorps IgE et IgGa dans la reaction 	anaphylactique 

(PCA) chez le rat. Ann. Immune-. (Inst. Pasteur) 	127 C, 

49-56, 1977.   

BIOZZI, G., M. SIQUEIRA, D. MOUTON, O.A. SANT'ANNA, 	C. 

STIFFEL, M.B. STEVES & Y. BOUTHILLIER. Ann. 	Immune-. 

(Inst. Pasteur) 128 C, 393, 1977. Citado por 	PROUVOST- 

DANON et al., 1977. 

BUNN - MORENO, M.M. & A. CAMPOS - NETO. Lecti n(s) 	extracted 

from seeds of Attocatpui Lntegi Ço- c. (jackfruit): potent 

and selective stimulator(s) of distinct human T and 	B 

cell functions. J. Immune-. 127 (2), 427-429, 1981. 

67 



68 

BURGER, M, M. & A.R. GOLDBERG, Pnoc, Naul, Acad. Sc.i. 	57, 

359-366, 1967. Citado por SHARON e LIS, 1977. 

CRANE, I„ H. LEUNG, S. BARWICK, S. PARTI & A. MEAGER. The 

preparation of interferon gamma - producing 	T-cell 

hybridomas from jacalin stimulated T lymphocytes and the 

SH9 T - cell line. Immunology 53, 855-859, 1984. 

EHRLICH, P. Dt4ch, Med. Glochen4chn. 17, 1218, 1891. Citado 

por ROTHBERG, R.M., S.C. KRAFT & S.M. MICHALEK. Systemic 

immunity after local antigenic stimulation of 	the 

lymphoid tissue of the gastrointestinal tract. J. Immunol. 

111 (6), 1906-1913, 1973. 

ENGELFRIED, J.J. J. Allengy 11, 569, 1940. Citado 	por 

PERLMAN, 1980, 

GATEHOUSE, A.M.R. Antinutritional proteins in plants. 	In 

Developments in Food Pnote.in4. B.J.F. HUDSON, 	ed., 

Elsevier Applied Science Publications 3, 245-270, 	Lon- 

don, 1984.   

GELL, P, G,H. & R. R.A. COOMBS, Clinical cupectz o4 immunology. 

Blackwell Sci.ent Publ. 1. Oxford, 1968. 

GOLDSTEIN, I., R.C. HUGHES, M. MONSIGNY, T. OSAWA & 	N. 

SHARON. What should be called a lectin? 	Na-une 	285 
(5760), 66, 1980, 

GOLLAPUDI, V,S.S. & L. KIND. Enhancement of reaginic antibody 

formation in the mouse by Concanavalin A. Inters. 	Anch 

Allengy appl. Immun, 48, 94-100, 1975. 

HATCH, M.D. Has plant biochemistry finally arrived? T,ibz 11 

(1), 9-10, 1986, 

ISHIZAKA,K., T. KISHIMOTO,G. DELASPESSE 	&, T.. P. KING. 

Immunogenic properties of modified antigen E.I: Presence 	of 

specific determinants for T-cells in desnatured antigen 	and 

popypeptide chains. J. Immunology, 113 (1), 70-77, 1974.   



69 

ISHIZAKA, K., H. OKUDAIRA & T.P, KING. Immunogenic properties 

of modified antigen E. II: Ability of urea 	desnatured 

antigen and «-popypeptide chain to prime T 	cells 

specific for antigen E. J. Immuno.2, 114 (1), 	110-115, 

1975, 

JARRETT, E. E, E. Perinatal influences on IgE responses. .Lancet 

Outubro 6, 797-799, 1984. 

KISHIMOTO, T. IgE class - specific supressor T cells 	and 

regulation of the IgE response. Pnog. A.2ten.gy  32, 	265- 

317, 1982. 

KLAUS, G.G.B. & C.M. HAWRYLOWICZ. Cell - cicle control 	in 

lymphocyte stimulation. Immuno.Cogy Today 5 (1), 	15-19, 

1984, 

LAYTON, L.L., E. YAMANAHA & T.W. GREEN. J. A.C.2engy 33, 232-

235, 1962. Citado por PERLMAN, 1980. 

LEHRER, S.B. Role of mouse IgG and IgE 	homocitotropic 

antibodies in passive cutaneous anaphylaxis. J. Immuno.2ogy 

32, 507-511, 1977. 

LIS, H. & N. SHARON, Biological properties of lectins. 	In 

The Lect,Ln4: pnopent.Le4, 4unct.Lonz and app icationz 	in 

bíofogy and medicine. I.E. LIENER, N. SHARON, 	I. 	J. 

GOLDSTEIN, eds. Academic Press Inc, 265-291. 	Orlando, 

1986. 

MALKIN, J.I. & M. MARKOW. J. A.Etengy 10, 337-341, 1938. Ci-

tado por PERLMAN, 1980. 

MARSH, D.G., L.M. LICHTENSTEIN & D.H. CAMPBELL. Studies on 

"allergoids" prepared from naturally ocurring allergens. 

I: Assay of al l ergeni ci ty and anti geni ci ty of formalinised 

rye group 1 component. Immuno.2ogy 18, 705-722, 1970. 



70 

MARSH, D,G ,, L.M. LICHTENSTEIN & P,S, NORMAN, Induction 	of 

IgE-mediated immediate hypersensitivity to group 1 	rye 

grass pollen allergen and allergoids in nom-allergic man. 

Immunotogy 22, 1013, 1972. 

MOREIRA, R.A. & J.C. PERRONE. Purification and 	partial 

characterization of a lectin from Phazeof.uw 	vuf.gand..L 

P.Can-t. PhoLoe. 59, 783-787, 1977. 

MOREIRA, R.A. & I.L. AINOUZ. Isolectins from 	jackfruit 

(AAtocanpu4 .íntegni4oPLa L) seeds. P.2ant Phyzio2. 	61 

(suppl. 118). Abstract 650, 1978. 

MOREIRA, R.A. & I.L. AINOUZ. Lectins from seeds of jack fruit 

(Antocanpu4 Lntegni4ot a L.): Isolation and purification 

of two i sol ecti ns from the albumin fraction. 	B,Lo.2. 

Ptan-tanum 23(23), 186-192, 1981. 

MOREIRA, R.A. & J.T.A. OLIVEIRA., Comparative studies of seed 

proteins of the genus Antocanpuz with respect to lectins. 

B..ot. P2antanum 25(5), 336-342, 1983. 

MOREIRA, R.A. & J.T.A. OLIVEIRA. Lectins from the 	genus 

Antocanpuz. Bio2. P.2antanum 25(5), 343-348. 1983. 

MOREIRA, R.A., A.C. HORTA-BARROS, J.C. STEWART & A. PUSZTAI. 

Isolation and characterization of a lectin from seeds of 

Dioctea gnandiÇfona Mart. P.eanta 158, 63-69, 1983. 

MOTA, I. & D. WONG. Homologous and heterologous 	passive 

cutaneous anaphylactic activity of mouse antisera during 

the course of immunization. L.í{ye Sc-L.8, 813, 1969. 

NATERMAN, H.L. Fo rmal i nezed pollen tannate in desensitization 

treatment. J. Attengy 28, 76-83, 1957. 

	. Formalinized pollen protein precipitates 	with 

tannic acid or urea in desensitization treatment. 	J. 

Attengy 36, 226-233, 1965. 



71 

NOWELL, P.C. Cancer Res. 20, 462-466, 1960.   Citado por SHARON 

e LIS, 1977. 

OLIVEIRA, J.T.A. E6 -tudo companat-.vo dais tectinas pnesente. 

em sementes de Ines nepneisen-tanteis do ge.neno AAtocarpins.  

Dissertação de mestrado apresentada ao Departamento 	de 

Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal 

do Ceara-, 1980. 

OVARY. Z. Cutaneous anaphylaxis in the albinos rat. 	Anchas 

Attengy app!.. Immuno.2. 3, 292, 1952. 

OVERELL, B.G. Modified allergens. In ImmedLate HypeAsevus 	v.íty. 

M.K. BACH, ed., Marcel Dekker,INC. New York and 	Basel, 

vol. 7, 779-797, 1978. 

PATTERSON, R., I.M. SUSZKO, J.J. PRUZANSKY, C.R. ZEISS, W. 

J. METZGER & M. ROBERTS. Polimerization of mixtures 	of 

grass allergens. J.A.Ctengy Ctin. Immuno.C. 59(4), 314-319, 

1977. 

PERLMAN, F. Allergens. In Toxic constituents 	o4 	p.Cant 

400d4tu4Ç4. 2nd, I.E. LIENER, ed., Academic Press, 	New 

York, London, Toronto, Sidney, San Francisco, 	295-327, 

1980. 

PINESS, G.I., H. MILLER, H.D. CARNAHAN, A.R. ALTOSE & R.C. 

HAWES. Relationships between foods as shown by the skin 

test in 1,000 children. J. A.22engy 11(3), 251-265, 1940. 

PROUVOST-DANON, A., M. SILVA & M.Q. JAVIERRE. 	Active 

anaphylactic reaction in mouse peritoneal mast cell 	in 

vitno, Li4e Sc-í... 5, 289-297, 1966. 

PROUVOST-DANON, A. AnticoAo néagin-íques 	de • ta s o un,ís . 
Pnoduetion et pnopniétës phyísico-cGú.rníque.s, .ímmunoch,ímique,s 

5 

et 6io.Cogique4 . Thése de doctorat d'Etat es 
	

Sciences 

Naturelle. Universite Paris VII, 1972. 



72 

PROUVOST-DANON, A., R. BINAGHI, S. ROCHAS & Y. BOUSSAC-ARON. 

Immunochemical identification of mouse IgE. 	Immuno.Cogy 

23(4), 481-491, 1972. 

PROUVOST-DANON, A., J. WICZOLKOWSKA, R. BINAGHI & A. ABADIE. 

Mouse and rat IgE. Cross sensitization of mast cells and 

antigenic relationships. Immunology 29, 151-162, 1975. 

PROUVOST-DANON, A., D. MOUTON, A. ABADIE, J.C. MEVEL & G. 

BIOZZI. Genetic regulation of IgE 	and agglutinating 

antibody synthesis in lines of mice selected for 	high 

or low immune responsiveness. Eats. J. Immuno2. 7, 	342- 

348, 1977. 

PUSZTAI, A. The role in food poisoning of 	toxins 	and 

allergens from higher plants. In Devetopment4 in 	Food 

Micnobio.Cogy. R. K. ROBINSON, ed., Elsivier 	Applied 

Science Publishers, London and New York, vol. 2, 179-194, 

1986. 

RESTUM - MIGUEL, N. & A. PROUVOST - DANON. 	Effects 	of 

multiple oral dosing on IgE synthesis in mice: 	Oral 

sensitization by albumin extracts from seeds of 	jack 

fruit (Atitoeanpu4 integni6o.2Lcz) containing 	lectins. 

Immunology 54, 497-504, 1985. 

RICHET, C. & P. PORTIER. De 1'action an-aphylactique 	de 

certains venins, C. R. Soc, Bio.C. 54, 170, 1902. 

ROIT, I. Imuno.CogLc' 	 edição, Livraria 	Atheneu, 

Rio de Janeiro, 1983. 

ROMBALL, C.C. & W. O. WEIGLE. The enhancing effect 	of 

mitogens on the .Ln vivo immune response of rabbits. 	J. 

Immunot.. 115, 556, 1975. 

ROQUE - BARREIRA,M,C. & A. CAMPOS - NETO. A method for the 

determination of secretory IgA using the lectin jacalin. 

BnaziZian J. Med. &Lo.2. Re4. 17, 384, 1984. 



73 

ROQUE - BARREIRA, M.C. & A. CAMPOS - NETO. Jacalin: an IgA 

binding lectin. J. Immunof. 134, 1740-1743, 1985. 

ROQUE - BARREIRA, M.C., F. PRAZ, L. HALBWACHS - MECARELLI, 

L.J. GREENE & A. CAMPOS - NETO. IgA affinity purification 

and characterization of the lectin jacalin. Bnazitian J. 

Med. 8-Lot. Rei. 19 (2) , 149-157,  1986.   

ROQUE - BARREIRA, M.C., H.F. TERENZI, A. CAMPOS - NETO, 	& 

L.J. GREENE, Somente um dos tipos de subunidades da jaca 

Tina reage com IgA. Livro de Resumos, FESBE, 439, 1987. 

SELA, M. Antigenicity: some molecular aspects. Science 166 

(3911), 1365-1374, 1969. 

SHARON, N. & H. LIS. Lectins: their chemistry and application 

to immunology. In the antigen4. M. SELA. ed. , 	Academic 

Press, New York, San Francisco, London, vol. 4, 429-529, 

1977.   

SILVA LIMA, M., D.A. ALBUQUERQUE, D.C.S. NUNES & A. PUSZTAI, 

The effects of j ackfrui t (A)Ltocanpuz integni4o.Cia) lectin 

on IgG and IgE synthesis in mice. J. G2ycoconÇugate4. En 

viado para publicação. 

SOUZA NUNES, D.C. & M.G. SILVA LIMA. Specific IgG and IgE 

responses in a swiss line of mice: Comparative studies. 

Regional Scientific Meeting on Laboratory Animals. 18-21 

november, Aguas de Lindõia - SP - Brazil, 1986. Abstract 

Book, 80. 

SPIESS, J.R., J.F. COULSON, D.C. CHAMBERS, H.S. BERTON, H. 

STEVENS & J.M. SHIMP. The chemistry of allergens. 	XI: 

Properties and composition of natural proteoses isolated 

from oilseeds and nuts by the CS - lA procedure. J. Amen. 

Chem. Soc. 73, 3995-4001, 1951.   



74 

STULL, A., R.A. COOKE, W.B. SHERMAN, S. HEBALD & S.F. HAMPTON: 

Experimental and clinical study of fresh and 
	

modified 

pollen extracts. J. AI.2engy 11, 439-465, 1940. 	Citado 

por OVERELL, 1978. 

SURESHKUMAR, G,S., P.S. APPUKUTTAN & D, BASU. a-D-galactose 

specific lectin from jackfruit (Antocanpu4 Lntegna) seed. 

J. Bios c.., 4, 257-261, 1982.   

YOULE, R.J. & A.H,C. HUANG. Identification of the 	castor 

bean allergens as the albumin storage proteins in 	the 

protein bodies of castor bean. P.fan-t. Phyzio.L. 61, 1040-

1042, 1978. 

YOULE, R.J. & A.H.C. HUANG. Albumin storage proteins 	and 

allergens in cottonseed. J. Agnic. Food Chem. 27, 	500- 

503, 1979. 

UNAUE, E.R. & B. BENACERRAF. Imuno ogia. 2. edição, 	Intera 

mericana, Rio de Janeiro, 1986. 

VAZ, N.M. & B.B. LEVINE. Immune responses of inbred mice to 

repeated low doses of antigen: relationship 	to 

histocompatibility (H - 2) type. Science 168 	(3933), 

852-854, 197d. 

VAZ, N.M., E.M. VAZ & B,B. LEVINE. Relationship 	between 

histocompatibility (H - 2) genoty and immune responsiveness 

to low doses of ovalbumin in the mouse. J. Immuno.C. 	104 

104 (6),1572`-1574, 1970. 



8 - COMUNICAÇOES A CONGRESSOS 

75 



CUEVA DE _A VIBORA,PINTURAS RUPE TRES, 

B.C.S. 

• LA PAZ BCS 
ki 



THU: P-16 

MODULATION OF IgE RESPONSE BY JACKFRUIT (Artocarpus  

integrifolia) LECTIN 

M. Silva Lima, D.A. Albuquerque and A. Pusztai. Dept. of 

Biochemistry and Molecular Biology, Federal University of 

Ceara. P.O. Box 1065. 60.000, Fortaleza, Ceara, Brazil. 

Saline extracts of jackfruit, contain a lectin (jacalin) 

which has a mitogenic and polyclonal activity on T and B 

lymphocytes respectively (Bunn-Moreno and Campos Neto,J. 

Immunol. 127:427-429, 1981). It has already been 	shown 

that PHA, a T-cell mitogen modulates the IgE synthesis, 

depending on timing of PHA inoculation (Astorquiza 	and 

Sayago, Int. Arch. Allergy appl. Immunol. 73:367-369 

1984). In this report we described a dose 	depending 

modulation of IgE sy.nthesis, by jacalin. Swiss mice were 

subcutaneously immunized with 10 and 100 pg of 	soluble 

seed proteins (SSP) of jackfruit containing ca.50o lectin. 

IgC and IgE levels were detected by PCA, challenged with 

SSP and SSP lectin-free. IgE specific levels in 	mice 

immunized with 10 pg of SSP were enhanced and with 100 pg 

of SSP they were th 	ily inhibited. IgG 	specific 

synthesis started earlier when mice were immunized with 

100 than 10 pg of SSP and the levels'of it 	increased 

paralelly with the SSP doses. Apparently, low doses 	of 

jacalin stimulate IgE class-specific T-helper 	cell 

populations and high doses stimulate IgE class- specific 

T-supressor cell populations. 

Supported by CNPq. 
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IgG AND IgE ANTIBODY RESPONSES TO ARTOCARPUS INTEGRIFOLI11 

(JACKFRUIT) PROTEINS 

M.C.S. LIMA*, D.A. ALBUQUERQUE*, D.C.S. NUNES* and A. PUSZTAI** 

*Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular, UFCe, Fortaleza-CE 

**The Rowett Research Institute, Bucksburn, Aberdeen, Scotland, U.A. 

All plant proteins are potentially antigenic. Jackfruit seed proteins have attracted attention mainly because 
of the presence among its proteins of the lectin, jacalin, known to.have mitogenic and polyclonal activity on 1' 
and If lymphocytes respectively. Saline extract (SE) of jackfruit seeds was loaded on a cross-linked guar gum 
column to separate the lectin-free extract (LFE) from jacalin, which was eluted with 0.1 M galactose. Swiss 
mice were subcutaneously immunized with 10 and 100 µg SE admixed with 10 mg Al(OH)3  as adjuvant. 
Specific IgG and IgE were tested by passive cutaneous anaphylaxis (PCA) in mice and rats respectively and 
compared to an ovalbumin control sensitization. PCAs were challenged with SE or LFE in order to discriminate 
what was due to jacalin effect. SE induced synthesis of specific IgG and lgE. Kinetics of the IgG synthesis with 
low (10 µg) and high (100 µg) SE sensitizing doses were similar to the ovalbumin controls. The kinetics of 
IgE-specific synthesis was higher than the ovalbumin control with 10 µg SE sensitizing doses. However, with 
100 µg SE-sensitizing doses, IgE SE -specific synthesis was considerably lower than for the ovalbumin control, 
and the IgE LFE-specific synthesis was suppressed. In conclusion, SE induces synthesis of anaphylactic anti-
bodies and jacalin modulates IgE synthesis, apparently stimulating SE-specific IgE production at low doses and 
suppressing the LFE-specific synthesis with high doses, possibly through generation of suppressor T cells. 

Research supported by CNPq. 
. 
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P13 
THE EFFECTS OF Artocarpus integrifolia AND Dioclea grandiflora 

LECTINS ON IgG AND IgE SYNTHESIS IN MICE. COMPARATIVE STUDIES. 

Silvá Lima, M.C.. Souza Nunes, D.C., Albuquerque. D.A. and 
* Prouvost, A. A. Departamento de Bioquímica, UFC, Fortaleza, 
Ceará, Brasil. W  Institut Pasteur, Ímmunothérapie Expérimentale. 
Paris, France. 

Lectins have been increasingly used is immunological 
studies. Thus, lectin from Phaseolus vulgaris and more recently a 
lectin from Artocarpus integrifolia  (jacalin) have been shown to 
modulate IçE synthesis in mice. We describe here the comparative 
effects. of jacalin and D. grandiflora (PIII) on ep cific IQG and 
IgE responses induced in mice subcutaneous immunization with 
jackfruit proteins (JP) and D. grandiflora (DCP) containing 
different amounts of either jacalin or PIII. When mice were 
immunized with 10 and 100 ug JP containing ca. 508 jacalin or 
with the same doses of DGP containing at PIII, the titres of IgC 
anti-JP and anti-DGP were practically the same. The titres of IçE 
in mice immunized with 10ug JP were high and with 100ug JP , the 
there was a general supression og IgE response. In mice immunized 
with.100 ug DCP. the titres of IgE not only were not suppressed, 
but they were increased. The diversity of the effect exerted.by  
the two lectins requires further studies because of the great 
potential both from the theorical and pratical point of view on 
the use of different lectins in immunological studies. 
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ALERCENOS DE SEMENTES DE Artocarpus integrifolia MODIFICADOS PELO CALOR. 

D.A. ALBUQUERQUE e M.G. SILVA LIMA. 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular. C.P. 1065, Fortaleza, Ceará. 

Vãrias tentativas de modificação da estrutura de alErgenos vem sendo feitas no intuito não sE de 

caracterizar a alergenicidade dos mesmos, como com finalidade terapEutica, bloqueando a síntese de an 

ticorpos anafiláticos (B. G. Overell. In Immediate hypersensitivity. Ed. M.K. Bach. Marcel 	De 

kker Inc. 779-797, 1978). Sementes de jaca foram submetidas a cocção por 90 minutos e secas em estufa 

a 809 durante 22 horas. As proteínas foram, a seguir, submetidas ã precipitação salina. 	Camundongos 

Swiss foram imunizados com 100 ,g de extrato protéico (ET) com gel de Al(OH)3  por via subcutànea. 	Os 

níveis específicos de IgG e IgE sEricos foram determinados por PCA. Os resultados mostram que os anti 

genos modificados pelo calor perderam a capacidade imunogénica em termos de IgE, porém mantiveram a ca 

pacidade imunogênica em termos de IgG. Contudo, os soros dos animais imunizados com os antígenos nazi 

-vos (não modificados pelo calor) mostraram, por PCA desencadeada com os alErgenos modificados, a 	pre 

sença de anticorpos do tipo IgE e do tipo IgG. Por esta caracterização preliminar pode-se dizer que a 

modificação induzida pelo calor acarreta alteração de alergenicidade retendo porém, sua capacidade an 

tigénica. 

AUXILIO: CAPES e CNPq. 
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PROTEINS OF JACKFRUIT - IgG AND IgE SPECIFIC RESPONSE - MODULATION BY JACALIN. 

M. Silva Lima, D.A. Albuquerque and O.C. Sousa Nunes. 

Dept. of Biochemistry and Molecular Biology, UFC. P.O. Box 1065. 60.000 Fortaleza-Ce. 

In a previous work we have demonstrated the specific IgG and IgE 	responses 

induced in mice by Full extract of jackfruit ( Artocarpus integrifolia ) proteins. 	We 

have presently examined the immune response in terms of IgG and IgE induced in mice by 

subcutaneous immunization with jackfruit protein extract-lectin-free. 	Such 	fraction 

was obtaining after passing the full protein extract through on affinity column of 

guar guam. Mice were subcutaneously immunized with 10 and 100 ug 	lectin-free protein 

extract admixed with Al(OH)3. IgG and IgE levels were detected by short latence PCA in 

mice for IgG and long latence PCA in rats for IgE. The IgE levels increased with the 

immunizing dose of jackfruit protein extract lectin-free. IgE 	levels were not 	high 

with the low immunizing dose ( bug ) as it was shown with 10 ug of jackfruit protein 

full extract containing jacalin. On the other hand a high immunizing dose of 100ug did 

not inhibit the IgE levels as it was done by immunizing mice with 1D0 ug of protein 

Full extract containing jacalin. These results and those obtained by immunizing mice 

with non related protein such as Ovalbumin in the presence of low(5ug) and high(50ug) 

doses Of jacalin put -in' evidence'the dose-dependent 	modulatory effect of jacalin 	on 

IgE synthesis. 

Supported by CNPq. 

80 


	ce1331cd11d2404913fa04caa142831756496c9186933354c10469c48116484f.pdf
	Page 1
	Page 2

	ce1331cd11d2404913fa04caa142831756496c9186933354c10469c48116484f.pdf
	Page 3

	ce1331cd11d2404913fa04caa142831756496c9186933354c10469c48116484f.pdf
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 42
	Page 43
	Page 44
	Page 45
	Page 46
	Page 47
	Page 48
	Page 49
	Page 50
	Page 51
	Page 52
	Page 53
	Page 54
	Page 55
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 42
	Page 43


