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ISCGLAMENTO DE LECTINAS DE FEIJA0 E GERME DE TRIGO E SUAS
PRECIPITAGOES COM GLICOPROTEINAS SALIVARES E SERICAS

1 - INTRODUGAD

Proteinas capazes de reconhecimento especifice e ligagdo
reversivel a carboldratos e compostos contendo aglicares e de
aglutinar células ou glicoconjugados sdo conhecidas como lectinas,
e vem despertande o© interesse, desde o© século passado, de
pesguisadores das mais diversas &reas.

Estfc amplamente distribuidas na natureza, podendo ser
encontradas em plantas, bactérias, fungos, virus, células de
mamiferos e  outras  fontes, Devide as suas propriedades
particulares, tem se utilizado lectinas em pesguisas e em diversos
procedimentos laboratoriais e clinicos. Seu uso oferece muitas
vantagens incluindo alta estabilidade e disponibilidade de uma de
grande guantidade de diferentes lectinas com especificidades
diversas. Elas s30 inmportantes para propdsitos analiticos e
preparativeos em bioguimica, bioclogia celular, imunoleogia e &reas
afins.

Lectinas de Phaseolus vulgaris (feijdo) aglutinan hemiclias e
estimulan a proliferagdo de linfbécitos, estas propriedades s&o
devidas a uma série de 5 Iisolectinas (MILLER et ai,lB?Sj." A
lectina de germe de trigoe (Triticum vwulgaris)} aglutina
preferencialmente cé&lulas malignas (AUB et al,1963) e tem a
capacidade de inibir a aglutinagdo de Streptococcus mutans pela

saliva (MIRTH et al, 1979}, além de diminuir a adesdo destas



bactérias a hidroxiapatita .in vitro. (GIBBONS & DANKER, 1881).

Neste trabalho procura.os desenvolver uma técnica para o
isolamente de lectinas com afinidade para oligossacarideos
{Phaseolus vulgaris e Triticum vulgaris), através de cromatografia
de afinidade, utilizandco ovomucédide insoliivel como matriz.

Outra proposigdo nossa fol a de estudar as possiveis
interactes entre estas lectinas tanto com glicoproteinas salivares
come séricas. A literatura apresenta poucos trabalhos em relacgdo a
este assunto mas:wlectinaﬁ presentes na dieta podem alterar a
relagdo parasita hespedeirc influenciando assim  a adesdo
bacteriana & superficie dental e & cé&lulas epiteliais da cavidade
@ral;éc desenvolvimento desta técnica para isolamento facilitarég
a obtencdo destas lectinas em estado puro, possibilitando novos
estudos a seu respeito, assim como sua utilizac8o em técnicas ja

preconizadas.



2 - REVISA0 DA LITERATURA

2.1 - LECTINAS

2.1,1 - HISTORICO

Estudos sobre lectinas foram iniciados no sécule passado
guando fol descoberto gue extratos de plantas aglutinavam hemécias
e eram toxicos para os homens e animais., O primeiro trabalho a
relatar gue proteinas de plantas aglutinavam eritrdcitos foi a
tese de doutorado de Hermamn Stillmark (1888,). Quando estudava
a toxidade de sementes de Ricinus communis ele observou gue a
mistura do extrate da planta com sangue resultava na aglutinacgdo
dons esritrécitos, natbu ainda gue os eritrécitos de diferentes
animals reagliam diferentemente, e que aguela "ricina" aglutinava
levcdcitos, cé&lulas do figado e epiteliais.

Gutros estudos se seguiram como © de Hellin (189%1) gue
descobriu atividade hemaglutinante ﬂno extrato de Abrus
precatérius, e ainda Mendel (1208) e Kobert (1913} que estudaram
hemaglutinina de Robinia pseudocacia.

As propriedades toxicas de ricina e abrina atrairam a atengéo
de Paul Ehrlich que utilizou estas proteinas come modelo de
antigeno (EHRLICH, 189l1a e 18%1b), estabelecendo deste modo alguns
dos principios fundamentais da imunologia. Animais alimentados com
Abrug precatdriuvs desenvolviam uma certa imunidade contra abrina
¢ esta imunidade era potencializada guando se  injetava

parenteralmente a proteina, resultande na producioc de anticorpos



gue inibiam, tanto sua atividade téxica como hemaglutinante.
Ehrlich também demonstrou a especificidade da resposta imune, pois
soro anti-abrina neutralizava abrina mas nadc ricina e vice versa .

Ele mestrou que existia uma correlacfo guantitativa entre a
guantidade de antisoro e de antigeno due poderia ser
neutralizado, realizando a primeira determinacgio guantitativa de
anticorpos "in vitro¥. Outra descoberta foli a tansferéncia da
imunidade da mle para a prole, durante a gestac8o pelo sangue e
através do aleitamento, apdbs o nascimento.

A natureza proteica da ricina fol demonstrada por (OSBORNE et
al, 1905). Atividade hemaglutinante em extratos de plantas
comestiveis fol encontrada, pela primeira vez por Landsteiner &
Raubitschek ({1908), em sementes de Phaseolus wvulgaris, Pisum
sativim e Lens culinafes, neste trabalho eles também demonstraram
a seletividade das aglutininas em relagdo a eritrdcitos de
diferentes animais. Bm 1909, Wienhaus observou gue extratos de
Phaseolus vulgaris aglutinavam leucbeitos e c&lulas renais e
epiteliais.

A primeira purificagdo fol feita por Summer em 1919, através
de precipitagdo salina e cristalizacdo do extrato de Canavalia
ensiformes ele obteve a concanavalina A. Em 1936 Summer & Howell
relataram gue além de aglutinar hemdcias, a concanavalina A,
também precipitava glicogénico em solugdoc e sua atividade
hemaglutinante era inibida pelo aglicar de cana, sugerindo gue a
reacdc de hemaglutinagdo ocorria wediada por carboidratos da
superficie das hemacias.

A especificidade das lectinas para os diferentes grupos



sanguineos, fol relatada por Boyd (1947) gue observou gue extratos
de Phaseolus limensis aglutinavam fortemente hemdcias de alguns
individuos, mas ndo a de outros, Boyd & Reguera (1%49) relataram a
atividade anti hemdcias A do extratce de Phaseolus lunatus, guase
ag mesme  tempo Renkonen (1948}, mostrou a especificidade para
hemdcias do grupo A de extratos de Vicia cracca e para o grupo O
de Lotus Letragonolobus. 2 atividade grupo especifica & tao
precisa que se pode distinguir entre subgrupos, come & ¢ caso de
lectinas de Dolichos biflorus (BIRD, 1951}, gque reagem mais
fortemente com hem&cias do tipo A1 do que com o tipo AZ. Estas
propriedades levaram Boyd & Shapleigh (1854), proporem o termo
lectina, gue veio do latim Ylegere® (escolher), para estas
proteinas com atividade hemaglutinante.

A2 atividade grupo especifica de algumas lectinas e sua
inibicic por aclcares contribuiram muite para o estabelecimento
das bases guimicas das substdncias gue caracterizam os grupos
sanguineos do sistema ABO. Deste modo Morgan & Watkins (19253}
mastraram gue N-Acetil—n-galactasa;nina inibia a aglutinagdo de
hemicias A pela léctina de Phaseolus limensis e que a aglutinagdo
de hemfcias tipo © pela lectina de Lotus tetragonclobus foi
inibida pela L-fucose, s=endo estes achados indicativos de gue
agdcares sdo determinantes de  superficie e conferem
especificidade as hemdcias.

Uma importante descoberta foi feita por Nowel (1260) gue
encontrou propriedades mitogénicas na lectina de Phaseolus
vulgaris, isto & esta fitchemaglutinina (PHA) era capaz de

eatimular a mnmitose de 1infécitos. Este fato teve um impacto



revoluciondrio na imunologia wuma vez que 1lifécitos eram
considerados cé&lulas terminais que nfc sofreriam divisdc ou
diferenciacio.

Outras lectinas mostraram ser mitogénicas, como & o caso da
concanavalina A (Con A), e esta atividade pode ser inibida por
baixas concentragdes de D-manose, demonstrando que a ligagdo das
lectinas & aglcares da superficie da célula & gue resulta na
estimulagdoc celular.

Grande interesse despertou o trabalhc de Aub e seus
colaboradores (19263, 1965), gquando investigavam os efeitos de
uma lipase contida no extrato de germe de trigo sobre o
crescimento tumoral, descobriram que este extrato - aglutinava
preferencialmente células wmalignas. Mais  tarde, Burger &
Golderberg (1967) moétraran; gue esta propriedade era devida a
contaminacgio com a lectina de germe de trigoe (WGA). Estas
cbservagbes atraliram a atengdo de muitos cientistas para o uso de
lectinas na pesgquisa do cadncer e fol descoberto que outras
lectinas apresentavam propriedades similares, como ConA (INBAR &
SACHS, 1969).

Os primeirvos a utilizarem cromatografia de afinidade para
purificagdo de lectinas foram Agrawal & Goldstein (1965), gue
isolaram Con A por por adsorcido especifica numa coluna com dextran
(Sephadax) e eluiclo com D-glucose. 3 primeira lectina usada em
estudos de estrutura de carbolidratos fol a Con A, assim cone a
primeira a ser seguenciada (EDELMAN et al, 1972) e a ter sua
estrutura tridimencional estabelecida (HARDMAN & AINSWORTH, 1972).

k especificidade entre lectina e carboidrate & indicativa que



na interagdoc com células estas lectinas reagem com carboidratos
presentes na superficie celular, por issoc as lectinas tem sido
utilizadas para estudos da arguitetura da superficie de diversas
células incluindo células wmalignas (BOURRILON, 1973) e para a
purificacd8c de glicoproteinas por cromatografia de afinidade
{APSRERG et al, 1%70; KAHANE et al, 1976). Elas s#o utilizadas
também na separagdc de células de manmiferos por aglutinacdo
seletiva {REISNER et a1,1981) e ainda no isolamento de estruturas
polissacaridicas e como modele para estudos das interacgdes entre

proteinas e carboidratos {(SHARON & LIZ, 1972},
2.1.2 - LECTINAS NA NATUREZA

A principio os pésquisadores pensavam ¢ue as lectinas eram
encontradas somente em plantas, mas estudos demonstraram gque elas
estic presentes em uma grande variedade de fontes naturais tais
como

a - sementes, raiz é casca de plantas (principalmente nas

leguminosas) .

b ~ fungos, bactérias, protozodrios e virus.

¢ - egsponija, algas marvinhas, moluscos e ovos de peixes.
d - fluido corporal de invertebrados.
e - alguns vertebrados e membranas de células de mamiferos.

2.1,2.1 -~ LECTINAS EM ANIMAIS SUPERIGRES

Znimais produzem uma variedade de lectinas, tanto em Tforma



soliivel cono ligada a membrana de células, mnuitas das quais
participam no processo de reconhecimente celular.

Un marco no estudo da interacgdo lectina-carboidratoe e seu
papel no reconhecimentoe celular veio do trabalho de Ashwell &
Morell gue em 1974 descobriram a primeira lectina de mamifero,
uma proteina hepética especifica para D-galactose gque pode estar
relacionada com a remogdc de glicoproteinas da corrente
circulatéria. Outras lectinas de origem animal foram descobertas
entre elas uma gue pode estar envolvida no mecanismo de remocdo de
bactérias da corrente circulatdria (PERRY & OFEK, 1984) e uma em
humanos responsavel pela remogdo de fisioldgica de hemicias velhas
do sistema circulatdrio (ROOS et al, 1985).

Come  os carboidratos de superficie celular, as lectinas
estio sujeitas a mﬁ&angas de acordo com o estade fisioldgico e
patolégicc da célula, em 1981 Lotan & Raz demostraram dJgue
células tumorais de ratos e humanos carregam em sua superficie
lectinas ndo encontradas na cé&lula normal, e estas lectinas
parecem estar envolvidas no processo de metastase.

outras fungdes relacionadas cor lectinas em animais seriam a
do controle da diferenciagdo e formagdoc de orgdos {BARONDES,
1984}, a do reconhecimento entre linfdcitos e orgdos linféide
guando do processo de migragdo dos linfocitos da corrente
circulatdria para sestes orgéos {SHARON & LIZ, 1989). Existen
fortes evidencias dgue sugerem gque lectinas em superficies de
células metastaticas podem estar envolvidas na formagfo do embolo,
seja pela agregagdo com outras cé&lulas alteradas ocu com células do

hospedeirn, elas podem ainda facilitar a ades8o de agregados &



células endoteliais dos capilares (RAZ & LOTAN, 1987).
2,1.2,2 - LECTINAS EM BACTERIAS

Varias Dbactérias apresentam em sua superficie lectinas
especificas para diversos aglicares (SHARON & LIZ, 1987). Em
enterchactérias como Escherichia coli e Salmonellae, e em outras
espécies, as lectinas sic encontradas normalmente na forma de
submicroscopicos apéndices conhecidos como fimbrias ou pilis, gue
estio presentes na superficie da cé&lula bacteriana. Estaé fimbrias
apresentam usualilmente de 5 a 7 nm de didmetro e de 100 a 200 nm de
conprimento.

A gue melhor fol caracterizada fol a fimbria tipo 1 {manose
especifica) de E. .coli, gue preferencialmente se liga a
oligomanose e oligossacarideos hibridos de glicopreoteinas da
superficie da célula animal. Sugerindo deste wmodo gque estas
lectinas podem funcionar como adesinas que ligam as bactérias a
célula do hdégedeiro, tendoe um papel fundamental no inicio e
desenvelvimento do processc infeccioso {OFEK et al, 1977).

Evidéncias diretas do envolvimento destas lectinas na
iniciagdo de infecgBes foram obtidas guando se mostrou gue,
infecgio do trato urinirio em ratos, por Escherichia coli poderia
ger previnida por metil g-s-manosideo (ARONSON et al, 1979). Este
ezstudo demonstrou gqgue & possivel evitar o© processo infeccioso
utilizando terapias antiadesivas através de acficares inibidores
gue irdo impedir a adesdo das bactérias mediada por lectinas.

Lectinas galactose especifica produzidas por actinomyces



orais, come Actinomyces naeslundi e 4. viscosus, facilitam o
inficic da colonizag8o das superficies epiteliais da boca e dentes
por mediar a adesdo da bactéria a residuos de galactose ou na
superficie da célula epitelial , ou na superficie de outra
bactéria, como Streptococcus sanguls por exemplo, gue estd aderido
a pelicula adguirida da superficie dental (MIRELMAN, 1987).
Bactérias portadoras de adesinas podem rapidamente ligar-se a
agicares em células fagocitérias como leucdcitos ou macrédfagos,
resultando em ativagdo metabblica da célula, ingestdoc da bactéria
e eventual morte bacteriana. Normalmente este processo & mediado
por opsoninas (anticorpos e sistema complemento) e esta ativagio
da fagocitose por uma via ndc opsoninica, gue & mnediada por
lectinas € conhecida como lectinofagocitose, e pode ser

importante para a remogdc de bactérias de pacientes Imuno

suprimidos e em regides pobres em opsoninas (OFEK & SHARON, 1983).

2.1.2.3 ~ LECTINAS EM PLANTAS

Lectinas de plantas foram as primeiras a serem descobertas e
devido a sua ampla distribuiclo e facilidade de isolamento s&o as
mais estudadas, entretanto pouco se conhece sobre sua fungao. 0
sen papel preciso nas plantas & desconhecido, mas pelo menos duas
hip&teses tem sido postuladas (LIENER, 1990) - a} seria mediadora
de uma relacdo simbibdtica entre microrganismos fixadores de
nitrogénio, particularmente do génerc Rhizobium, e plantas
leguminosas, e b)come parte de um mecanismo de defesa contra

insetos e microrganismosz patogénicos.
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Estas lectinas podem tambem funcionar como uma importante
reggerva de proteinas (MIREIMAN et al, 1975). A sua grande
distribuigdoc em gquase todas as familias do reino vegetal podenm
indicar gue estas proteinas sejam essenciais para o sobrevivéncia
da espécie. O fato de ndo serem encontradas em algumas plantas tem
gue ser culdadosamente estudado uma vezr gue pode ser uma falha no
processo de extrag@o de lectinas ou o use de um receptor nido

adeguado para o teste de sua atividade {MOREIRA et al, 1990).
2.1.3 « LECTINAS E EECONHECIMERTO CELULAR

Reconhecimento celular & um evento inicial para um grande
nGmerc de processos biolégices, principalmente os gue envolven
interagdes entre células, como fertilizacdo, embriogénese,
migrag8o celular, formagdo dos orgdcs, defesa imunoldgica e
infeccfo microbiana {(SHARON & LIZ, 1989).

Embora as lectinas sejam conhecidas a muito tempo, a idéia
gue £las poderiam aglir como moléculas de reconhecimento célular =]
recente [(HARRISON & CHESTERTON, 1%380).

A descoberta gue elas estioc amplamente distribuidas pela
natureza e sdo freguentemente encontradas na superficie celular e
em particulas intracelulares, além do fato de que guase todas
células carregam em sua superficie carboidratos nas formas de
glicoproteinas, glicolipideos e polissacarideos (COOK, 1986},
levaram a teoria de gue lectinas na superficie celular poderiam
mediar a interacio entre células ao se combinar com carboidratos

complementares na célula oposta. Exercende deste wmodo um papel

11



fundamental no controle de processos normais e patolégicos en
organismos vivos (SHARON & LIZ, 19896).

VArias lectinas de membranas que participam do processoc de
introdugdo de glicoproteinas para o interior da célula e no
trdfico intracelular destas glicoproteinas foram descobertas
{(ASHWELL & MORELL, 1974 ; KORNFELD, 1987). Quanto a especificidade
a8 lectinas poden distinguir ndoc somente entre diferentes
monossacarideos como também entre oligossacarideos, detectandoe
diferencas sutis na estrutura dos carboidratos. Esta interacao
gntre lectina e carboidrato satisfaz outros requisitos do sistema
de reconhecimento celular come velocidade e reversibilidade
{SHARON & LIZ, 1989).

Tipicamente as lectinas e os carboidratos complementares
estdc localizados na.superficie de células opostas, gue podem ser
ou ndc do mesmo tipo. Estas células podem também interagir por
melo de pontes formadas por glicoproteinas solGveis que se ligam a
lectinas da supeficie celular. Alternativamente, as lectinas poden
se combinar com carboidratos de componentes insoliveis da matriz
extracelular gue promovem a adesdo da cé&lula ao substrato e ainda
lectinas soltGveis podem atuar como pontes ligande carboidrates em

células opostas (SHARON & LIZ, 1589}.

2,1.4 - TOXIDADE

-

A exposigdo dos homens e animais as lectinas & inevitavel uma
vez que estas estdo presentes em guase todas plantas comestivels

[(NACHBAR & OPPENHEIM, 1980). Lectina de germe de trigo (BRADY et

iz



al, 19278) e Fhaseolus vulgaris (PUSZTAI & GRANT, 1980) mostraram
ser resistentes a digest3c por enzimas digestivas e algumas
permanecem ativas em fezes de homens e animais alimentados com
fontes destas proteinas.

O processo de cozimento nem sempre destroe completamente a
atividade de lectinas presentes na nossa dieta sendo possivel
encontrar esta atividade até en produtos processados
industriasimente {LIENEﬁ, 1974 ; NACHBAR e OPPENHEIM, 1980).

Estes fatos tem repercussdes nutritivas uma vez que os
apnincicidos destas lectinas, n8o digeridas, ndo  estardo
digponiveis e ainda, estas lectinas intactas ou parcialmente
digeridas podem se ligar a células epiteliais do intestine,
diminuindo a absorcioe de nutrientes. Isto acontece com lectinas de
germe de trigo {(ETZLER & BRANSTRATOR, 1974) e Phaseolus vulgaris

(KING et al, 19280}.
2.1.5 ~ PURIFICACAD

Purificagl8c de lectinas & de importancia fundamental para se
determinar suas caracteristicas gerals e estabelecimento de suas
propriedades moleculares. A primeira técnica proposta foi
cristalizagio wutilizada para Concanavalina A (SUMMER, 1819).
Lectina de Phaseolus foi purificada por precipitagdo com sulfato
de amdnio a varios pH. (RIGAS & OSGOOD, 1955 ; JAFFE & GAEDE,
1959} .

outra técnica proposta fol a de cromatografia de troca ibnica

em DEAFE & CM celulose enpregadas na purificagdc de lectinas de

13



germe de trigo {(ALLEN et al, 1973) e Phaseolus vulgaris (TAKAHASHI
et al, 1967 ; SELA et al, 1973}.

Cromatografia de afinidade esta baseada na habilidade das
lectinas se ligarem reversivelmente a carboidratos, deste medo
conhecendo o agfhcear especifico da lsctina & possivel preparar uma
watriz adequada para purificacdo por cromatografia de afinidade.
05 primeiros a utilizarem esta metodologia foram Agrawal &
Goldstein (1967} e Olson e Liener (1967) gque utilizaram Sephadex,
um polimerc de dextrana para purificar concanavalina A.

0 demenvolvimento de procedimentos gue permitem a  ativacéo
de suportes insolivels comercilalmente disponiveis, como a
Sepharose por exemplo, e o acloplamento de ligantes apropriados a
estes suportes possibilitaram o ample emprege da técnica de
cromatogratia de afiﬁidade para purificacio de diverses tipos de
lectinas. Utilizando estes procedimentos Sela et al (1975)
acoplaram fetuina & Sepharose para purificagdo de lectina de
Phaseolus vulgaris e Vrethlad {1976} aclopou
y~acetil-p-glicosamina a este suporte para a purificagdoc de
lectina de germe de trigo.

Alguns autores, utilizaram a propriedade das lectinas de
interagirem com eritrécitos para preparar uma coluna com estroma
de hemécias (OCHOA & KRISTIANSEN, 1978), outros imobilizaram
tiroglobulina de porco enm Sepharose para obtengdo de lectina de
Phazeolus {(MATSUMOTO & OSAWA, 18972 ; FELSTED et al, 1975 ;
CARVALHO, 1981). Lutsik (1984) fez uma fixagidoc das proteinas da
clara do ovo para purificar aglutinina de germe de trigo.

Freier et al em 1985 +trabalharam com Sepharose, onde

14



acloplaram mucina gétrica ou ovonucdide en Sepharose para
purificacio de varias lectinas, entre elas a de Phaseolus vulgaris
@ Triticum vulgaris, Fleischmann et al, (1985} utilizaram esta
coluna de ovomucdide ligado a Sepharose para purificacdo de

isolectinas de Phaselus.
Z.1.6 « LECTINA DE PHASEQLUS VULGARI® L. (PHA)

Em 1859 Hungerford descobriu que o extrato do feijdo era
capaz de estimular a divisfo celular de alguns leucdcitos do
gangue humano. Mals tarde fol descoberto que os linfécitos & que
proliferavam (CARSTAIRS, 1961).

Extratos de Phaseolus vulgaris contém glicoproteinas de forma
tetramérica com PM 120.000 D e composta de duas subunidades naoc.
covalentemente ligadas com PM entre 29.000 e 35.000 D (CARVALHO,
1%81). Estes extratos promovem a aglutinag8oc de hem8clas e
gstimilam a proliferagfo de linfdecitos, propriedades estas devidas
a uma série de isolectinas (MILLER et al, 1875).

Yachnin {1972) sugere que a atividade de eritroaglutinagdo e
asstimilacdo de linfdcitos & o resultado da combinacdo de duas
subunidades diferentes, c¢hamadas E (eritrcaglutinacdo) e L
{estimulacdc de 1linfécitos), em cincoe possivelis proteinas
tetraméricas, B4, E3L1, E2L2, E1L3 e I4. Quanto malor a presenga
da subunidade E malor serd a eritroaglutinacdo, e a estimulacdo de
linfécitos prevalece na subunidade L.

As lectinas de Phaseolus (PHA)} precipitam componentes do

soro humano normal {MORSE, 1968). Estudes demonstram gue as cinco
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{PHA} isclectinas exibem diferentes precipitacdes de
glicoproteinas séricas (YACHNIN, 1972 ; GLAD & BORREBAECK, 1984),
sendo gue PHEZ E4 exibe afinidade para catorze destas
glicoproteinas e PHA L4 para nove delas. As glicoproteinas gque
mostraram maior atividade para PHA E4 foram: IgM, Igad, IgG,
gZz-macroglobulina, S~lipoproteina e haptoglobulina e entre as que
melhores reagiram com PHA L4 sstdo: IgG, Iga e haptoglobulina.
Existe uma semelhanga na composicdo de amincacidos e de
carboidratos das duas subunidades, assim como nas suas
propriedades fisiéo guimicas, isto pode indicar gue as diferengas
nas propriedades biolégicas das subunidades residam em peguenas
variacbes na sua estrutura primdria (GLAD & BORREBAECK, 1984).
Estas lectinas tem sido utilizadas para estudos da fungio ge
iinfdcitos  "in viﬁro“, isolamento de glicoproteinas  por
cromatografia de afinidade e estudos de glicoproteinas e
constituintes da membrana celular (SHARON & LIS, 1972). Segundoa
Lisner {1230) o aclicar especifico da lectina é

p~acetilgalactosamina e ela & capaz de reconhecer estruturas

cligossacaridicas.

2.1.7 - LECTIRA DE GERME DE TRIGO (TRITICUM VULGARIS)

& aglutinina de germe de trigo (WGA) & uma proteina simples
{ALLEN et al, 1973) que em pH fisioldgico & um dimerc de

subunidades com PM  18.000 D gue estdo ligadas por pontes

dissulfidicas.

Em 1963 Aub et al demonstraram gue preparacdes apartir de uma
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lipase de germe de trigo causavam a aglutinacio de algumas células
malignas, mais tarde (BURGER & GOLDBERG, 1967) fol descoberto que
céiulas transformadas por virus eram melhor aglutinadas do que
células da mesma linhagem gue ndo sofreram alteragdes e gue esta
aglutinagdo era promovida por um componente proteico encontrado
como contaminante na lipase de germe de trigo. Esta seletividade
de aglutinagdo para células gue sofreram transformagio reflete
alteragbes que ocorreram na mewbrana celular durante o processce de
transfornacao,

Num estudo de indugdo da aglutinagdo de Streptococcus mutans
por saliva fol denmonstrado gque WG4, uma lectina com alta
especificidade para w-acetilglicosamina & capaz de inibir a
agregagdo induzida por saliva uma vez que pode se ligar
reversivelmente a fatores agregantes da saliva que contem residuos
GlcRAc {MIRTH et al, 1979).

Gibbons & Dankers (1981) wmostraram gque WGA poderia inibir a
adesio de Streptococcus mutans na superficie da hidroxiapatita pré
tratada com saliQa; num modelo de estudo das interagdes entre
componentes da pelicula adguirida e bactérias. Sugerindo deste
modo, gque a lectina diminuiu a ades8io de Streptococcus mutans a
superficie dental. FEla também se liga especificamente a células
epiteliais da boca e esta ligagdo é inibida pela saliva, Gibbons &
Dankers {(19%82) sugerem gue uma das fungdbes da saliva seria a de
reduzir as interagdes das lectinas com as superficies mucosas.

A lectina presente no germe de trigo reage com as seguintes
proteinas plasmdticas: g~-2rmacroglobulina, haptoglobulina,

ceruplasmina, hemopexina e &cido w«alglicoproteico (GOLDSTEIN &

i7



HAYES, 1978). Esta lectina é altamente estdvel e resiste a
antoclavagen e processamento industrial (NACHBAR & OPPENHEIM,
1980}, assim como &8 enzimas digestivas podendo ser encontradas

intactas em fezes humanas apbs a sua ingestdc (BRADY et al, 1978).

2.2 = PELICULA ADQUIRIDA

0 esmalte dental & coberte por uma fina camada membranosa e
amorfa chamada pelicula adguirida, gue se adere a ele e outras
gsuperficies s6lidas presentes na boca, como préteses, restauracgdes
& aparelhos ortoddénticos. Este filme org@nico e acelular & a base
para adesdo de microrganismos e o posterior desenvolvimento da
placa dental. Ela & formada pela adsorgio seletiva de componentes
salivares e séricos éo mineral do esmalte gue & principalmente a
hidrexiapatita. Sua espessura e conposigdo variam de acordo com
sua localizacdo e tenpo de deposigdc, podendo ter de poucos
micrometros até 10um {MECKEL, 1965)

A .éuperficiﬁa mineral do dente & anfdtera, onde os virios
grupos gue fazem parte da hidroxiapatita estfco arranjados com os
grupos fosfatos e dtomos de céalcic expostos na superficie, entdo
proteinas &cidas e Dbésicas podem se adsorver, sendoe gue
proteinas dcidas podem se ligar ao fosfato e proteinas bésicas ao
calcio (BERNARDI & KAWASAKI, 1968).

Os componentes salivares gque se adsorvem seletivamente
incluem proteinas ricas em prolina, tirosina, e histidina e
mucinas salivares grupo sanguineas reativas (GIBBONS & van HOUTE,

1980} . Lisozima, IgA, IgG, albumina, amilase e glicosiltransferase
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s&o encontradas (OSTAVIK & KRAUS, 1973)}. Seus principais
componentes 580 glicoproteinas fosforiladas {(THYLSTRUP &
FEJERSRKOV, 1%86).

Bactérias também podem adsorver a hidroxiapatita (HILLMAN et
al, 1970}, mas em vivo isto & pouco significativo porgue o mineral
do esmalte esta guase sempre coberto por componentes salivares
adsorvidos. A adsorcdo das primeiras moléculas da pelicula aderida
na superficie do esmalte & instantinea, sendo gue poucos segundos
apts uma limpeza rigorosa, o esmalte comega a ser recoberto.

42 ades8o Dbacteriana ao dente quase sempre envolverd
interacdes entre componentes da superficie do microrganismo e
componentes da pelicula adguirida (GIBBONS & van HOUTE, 1980}).

Inportantes fungdes tem sido atribuidas a pelicula, incluindo
a inibicic da precipifagéc de fosfato de c&lcio da saliva (MORERD
et al, 1979 ; AQBA et al, 1984), protecdo da superficie dental dos
produtos  bacterianos, redugdo da fricgdo entre os dentes e
modulacic da celonizagdo bacteriana gque seletivamente vao
colonizando as superficies orals (GIBBONS & ETBERDﬁM, 1982) e
ainda pode servir come substrato para a metabolizagdoe das
hactérias aderidas (ARMSTRONG & HAYWARD, 1968) & reserva ions
protetores como por exemplo, o fllor, calcic e fosfato (SONJU,

1986} .
2.3 ~ ADERENCIA BACTERIANA

Varios estudos sobre aderéncia bacteriana estabeleceram gue a

adesic de bactérias & célula animal € uma interaglc especifica
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entre macromoléculas na superficie bacteriana com estruturas
complementares na superficie da célula animal (BEACHEY, 1981;
GIBBONS, 1877; JONES, 1877). Os termos adesina e receptor sio
usados para descrever as moléculas correspondentes na superficie
bacteriana e na célula animal respectivamente

Com excessdao do grupo A e B de streptococos e talvez alguns
cocos gram positivos, interagdes entre carboidratos e lectinas
foram encontradas como sendo um dos mecanismos moleculares através
dos guals as bactérias se aderem & superficie celular. Estas
bactérias expressam em sua superficie proteinas, como lectinas,
gue se ligam a carbolidratos e servem de adesinas ligando o©
microrganismoe no glicoconjugado correspondente da célula animal
{OFEK & PERRY, 198%5}.

Existem evidéncias gue estas interagdes entre lectinas e
carboldratos possam  ocorrer de tres modos: (a) lectinas da
superficie bacteriana se ligam & carbeidrateos na célula animal,
{b) lectinas extracelulares formam pontes entre carboidratos na
superficie das c¢é&lulas animal e bacteriana, =3} lectinas
integrantes da membrana celular ligariam-se & carboidratos na
superficie da bactéria (OFEK & PERRY, 1985).

Estas interagdes também ocorrem entre as bactérias e a
pelicula adguirida na superficie dental sendo este um  dos

mecanismos envolvidos no processo de colonizagdo bacteriana na

placa,
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2.4 — PLACA BACTERIANA

Colonizacdo sobre ou na proximidade da superficie dental &
conhecida como placa dental, esta placa nic & uma entidade
simples, mas sim uma massa bacteriana organizada onde bactérias
especificas iniciam a colonizag8o e através de um processoc de
sucessio bacteriana ccorre a formacio da placa madura.

Existenm varios tipos de placas gue podem ser caracterizados
de diversos modos, por exemplo, pela localizagdo, pela composigdo
microbiana, sua atividade metabdlica, & seu potencial patogénico
{FITZGERALD, 1968). Uma caracteristica comum a todas placas
microbianas € sua capacidade de aderir no seu substrate e isto a
distingul de matéfia alba gque & um aclmulo frouxo de bactérias,
restos de células e residuos alimentares (RUTTER, 1979}).

Embora as placas sejam constituidas principalmente de
microrganismos, elas também contém produtos microbianos,
proteinas da saliva e do fluide gengival e lectinas entre outros
produtos da dieta (FITZGERALD, 1985). As placas existem nos dentes
como um ecossistema coesive, onde a producdo ou nao de doengas no
seu sitio de formag¢do depende ndo sonente do tipo de micrerganismo
presente, mas também de come este ecossistema funciona como
unidade.

Na cavidade oral a ades3c dos microrganismos a superficie
dental & um requisito béAsico para a formacdo da placa (ROGERS,
1579). FExistem varios mecanismos especifices e ndo especificos
pelos guais as bactérias podem se aderir ao dente, ou mais

propriamente 3 camada organica gue recobres os dentes. Entretanto,
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um microrganismo na cavidade oral precisa primeiro ficar préximo o
suficiente do substrato para estes mecanismos comecarem a operar
{FITZGERALD, 1985).

Microvrganismos presentes em grande nmero na saliva
apresentam uma vantagem estatistica em fazer o contato inicial .,
Uma vez gque este contato inicial & feito, o© organismo com
mecanismos mals eficientes vdo apresentar novamente vantagens, e
agueles gue elaberarém adesivos extracelulares terdoc sua adesio
aumentada {(ROGERS, 19879).

Como resultade da muliiplicagéo e desprendimento de
microrganismos dentro da cavidade oral e o ingresso de outros
organismos de fontes externas, existe um inacabivel suprimento de
colonizadores em potencial, gue irde participar da formagdo da
placa de varios mcdés, incluindo:; adesdo de novos organismes 3
gsitios ainda ndo ocupados, ou & sitios nd8c mascarados pelasg
interacbes dos colonizadores primdrios com ¢ substrato, adesfo &
receptores em microrganismos J& aderidos ou & materiails
asxtracelulares produzides pelos colonizadores pioneiros ou via
lectinas de fontes exdgenas ligadas nestes, assim coome pela
multiplicagdo das celonias primarias ou secundarias (MORHART et
al, 1980).

A composigdo da comunidade climax depende da multiplicidade
dos meio ambientes disponiveis e interag¢des intermicrobianas dos
primeires colonizadores, esta composigdo microbiana pode ainda
variar guantitativamente e gualitativamente num mesmo sitio. Um
fato interesante na formacdo da placa & a velocidade do processo,

com poucos minutos um dente recém irrompildo ou profissionalmente
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limpo, adguire uma pelicula organica em gue as bactérias
prontamente se aderem. Em poucas horas outros organismos se aderen
& os colonizadores primdrios se multiplicam, no final do dia a
superficie dental esta chela de bactérias e em poucos dias a placa
madura se estabelece (FITZGERALD, 1%85).

A aderéncia bacteriana envolve mecanismos fisico-quimicos
especificos & & influenciada ndo apenas pela interacgfo entre as
estruturas da superficie das bactériazs e as superficies
colonizdvels, mas tambénm pela atividade da saliva come liguido enm
BSUSPEngao.

Az superficies dos dentes e das bactérias possuem cargas
sglétricas negativas portanto elas se repelem, mas forgas
sletrodindmicas ou de van der Wall exercem atragdo com maior
intencidade gue as forgas eletroestdticas repulsivas. As forgas
atrativas e repulsivas irdo fornecer uma separac¢ldo da bactéria a
distlncias especificas da superficie dentdria, e agora podem ser
estabelecida outras forgas atrativas, tais como as pontes de
nidrogénio, formagic de pares ibnicos e mecanismos altamente
especificos como interagfo entre adesinas e glicoproteinas da
pelicula (MERGENHAGEM et al, 1987). No caso dos Streptococcus
mutans ocorre a liberag8o da enzima Glicosiltransferase com
produgdo de  «l,3-glucan. Este polissacarideo extracelular
produzide por algumas bactérias guando da metabolizagdo de
sacarpse ird facilitar a ades8o destas bactérias na superficie
dental.

A importéncia fundamental da fase inicial do processo de

adesfo na formacio da placa, faz com que se pense em controlar as
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doengas mnediadas pelas placas por bloqueios seletivos desse
processo, deste wmodo agentes ou procedimento gue blogueiam ou
destruam multiplos sitios recptores na superficie da pelicula
orgadnica do dente, ou que previna a deposigio microbiana pode ter

grande utilidade clinica (FITZGERALD, 1985).
2.5 - GVOMUCOHIDE

Ovomucdide & uma proteina presente na clara de ove, que
apresenta a Ppropriedade .de inibir a atividade enzimatica de
tripsina e guimotripsina (STEVENS & FEENEY, 1963; FEENEY et al,
1966} . Esta glicoproteina & estidvel ao calor e nfdo é precipitada
pelo a&cido tricloroacético perto do seu ponto isolelétrico, sendo
esta propriedade utilizada para sua purificagio (LINEWEAVER &
MURRAY, 1947). Sesus componentes apresentam uma wvariagdo no ponto
ispelétrico de um pH de menos gue 3,8 a um pH de 4,4 (BEELEY &
JEVONGS, 1865).

ovomucHbide € uma glicoproteina neutra, gue ns proporgio
relativa entre as fracdes glicidica e proteica apresenta poucos
grupos glicidios por moléculas e uma cadela peptidica simples com
baixoe teor de a-helix (WHITAKER, 1963). Apresenta peso molegular
de aproximadamente 28.000 D (WHITAKER, 1963) e counposicic
eletroforética heterogénica (BEELEY & JEVONS, 1%965; FEENEY et al,
1967) .

A composicio de carboidrateos do ovomuctdide da clara de ovo de
galinha pode ser dada apenas como una media (MONTREUIL et al,

1965): o-galactose, 1 a 1,5% ; o-mancse, 4,3 a 4,7% ;
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y-agetil-hexosaminas {galactosaminas e glicosaminas), 12,5 a
15,4% e &cldo sialico (x-acetilneuraminico}, 0,4 a 4% com um total
de hexoses de 6 a 9%%. Begundo Villela et al (1976) ¢ teor de
s~acetilglicosamina pode chegar a 17,5% e & soma dos constituintes
glicidicos a 25,2%.

Estas unidades glicidicas formam um ou mais oligossacaridios
ligados covalemente, & cadeia proteica (VILLELA et al, 1976). A
composicdo do ovomucdide de outras aves apresentam uma composigdo
um pouco diferente (STEVENS & FEENEY, 1963). E possivel que
variacbes bioldgicas devido a individualidades, idade da ave e ©
processo de envelhecimento gue ocorre depois da sua formagdo,

alterem a constituicido do ovomuchide (VILLELA et al, 1978).
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HATERIAIY €& HAETODOY

3.1 - HATERIAILS

Sementes de Phaseolus vulgaris L, variedade Golano precoce,
foram cedidas pelo Instituto Agrondmico de Campinas. Germe de
trigo cri {(Macroforma) fol comprado no comércio local, assim como
os ovos gue utilizamos na purificacg@o do ovomucdide. 0Os reagentes

utilizados foram de grau analitico.

3.2 - PURIFICACAC DO OVOMUCGIDE

Ovomucdide foi purificado basicamente segundo uma metodologia
proposta por Lineweavér & Murray em 1947, onde na clara de ovo foi
adicionado lentamente um volume de solugdo acido triclorocacético-
acetona, na proporgdc de um volume de solucdo aguosa de A&cido
triclioroacétice 0,5M para dolils volumes da acetona, Este
procedinente foli feito sob agitag&o constante, durante 20 minutos,
g esta a mistura filtrada em filtro Melita, por 18 horas a 4,C.

¢ inibidor foi precipitago pela adicdo de dois volumes de
acetona ao Filtrado, este precipitade fol recelhido por filtragéo
em filtro Melita e dissclvide em &gua num volume eguivalente a 0,1
do volume do filtrade, o pH fol ajustado em 4,5 e visando a
remocio do dcido tricloroacético o material dializado, em sacos de
dislise (Sigma 2,50-7U}, contra 10 volumes de Agua, por 24 horas a
4,0. Apbs a di&lise o ovomucdide foi novamente precipitado,do

dializado, com acetona e seco a temperatura ambiente.
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3.3 ~ PREPARACAC DA COLUNA

Este inibidor fol submetido a uma série de procedimentos conm
o objetive de transforma-lo num gel insolivel e estével, onde sua
fragio glicidica esteja exposta, permitinde seu reconhecimento por
lectinas com afinidade por oligoessacarideos principalmente
s-acetil glicosamina.

a) insolubilizacdo - a glicoproteina foi insolubilizada numa
solucdo a 20% em Tris-HCI 0,iM; pH 8,9 em banho de agua fervente
por 20 minutos, © gel resultante foi lavado 3 wvezes com 4gua
destilada por centrifugagoc a 2.000 g, por 5 minutos. 0O material
foi desidratado com acetona, triturade e peneirade e foram
utilizadas apenas parﬁiculas entre 50 e 100 micrdmetros.

b) degializacgic - a remoc8o do &cido sidlico (derivados do
fcido neuraminico} fol feita por tratamente do gel com &cido
sulfarico 0,05N por 1 hora a 80,C.

o3 fixagao - c material fol fixado numa solugdo de
glutaraldeido a 1% por 10 minutos, lavado 3 wvezss por
centrifugagio com &gua e fez-se uma inativagd8o dos radicais
aldeidos com uma solugdo de Glicina~HCL 0,02M (pH 2,8) a 4,.C por
12 horas, a gseguir, fol novamente lavado 3 vezes com agua.

d) desializagdo - o mesmo procedimento foi realizado ou seja
tratamentc com &cido sulfirice ¢,05N por 1 hora a 90,C. Este
ovomucdide fol lavado com &gua e eguilibrado com uma solugdoc
salina de NaCl 0,15M, em tampidc fosfate 0,01M, pH 7,2; contendo

6,01% de azida sbédica (solugdo de PBS, gue também foi utilizada
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para os outros experimentos).

e} montagem da coluna - este material foi depositado em uma
seringa de vidro de 3ml & aclopada a uma bomba de fluxe continuo
com o fluxo ajustade para 0,2 ml por minuto. Para determinagio da
capacidade da coluna foram utilizados 250 mg de ovonucdide
insclubilizado gue ocupavam 1 ml em uma seringa de vidro de 3 ml,
gue fol saturada com o extrato (Phaseclus), até o eluato

apresentar a mesma concentragdo proteica da solugdo aplicada.
3.4 - PREPARACA0D DOS EXTRATOS BRUTOS {EBs)

Uz tegumentos e o0s eixos ewmbriondrios da semente de feljio
foram removidas manualmente e os cotilédones triturados en
liguidificador por z.minntcs em poténcia méxima, com uma solugio
de PBRS, na proporcio de 1 grama de semente {peso Umido} para 10 ml
do tampldoc. Este material foi centrifugade a 15.000 g, por 30
minutos a 4.0, o sobrenadante (designado EBF) fol submetido a
dosagen proteica pelo método de Lowry et al, (1951) e conservado é
-4,C até seu uso.

Na preparagic do extrate bruto de germe de trigo (EBGt)
utilizamos a proporgdo de 1 grama da farinha para 3 ml do tampdo
({PBS). Este material fol homogeneizado em liquidificador por 2
minutos, sendo a seguir centrifugadc a 15.000 g, por 15 minutos a
4,C. 0 scbrenadante fol aguecide por 15 minutos a 56,C, resfriado
a 4,0 e centrifugado como acima descrito. Este sobrenadante foi
filtrado através de um tecido de linho para remogdo da camada de

gordura. Os outros procedimentos foram semelhantes ao utilizado
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para o EB de feiido.

3.5 -~ FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS ATRAVES bDE

CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

3.5.1 - APLICACAO DO EXTRATO

Og EBs de fei}fo e germe de trige foram fracionados em 1 mi
da coluna descrita em 3.3., gue continha 250 mg de ovomucdide
insmlubilizadc;. Os eluatos da aplicacgdo que ndo ficaram aderidos e
ainda nd80 apresentavam hemaglutinacdco quando testados com uma
solucdo de hemdcias a 5%, foram designados Eluatos da aplicacdo
feiido ¢ germe de trigo.

Apbds a saturagdo da coluna as proteinas gue ndo reconheceram
¢ nfc se ligaram aos residucs de oligossacarideos presentes na
coluna foram eluidas da coluna com soluclo de PBS, esta lavagem
fol realizada até, o eluato submetido a leitura a 280 nm, nd3oc mais
apresentar- proteina ou atividade hewaglutinante guande submetido a

testes de hemaglutinagio.
3.5.2 - ELUICE0 DAS PROTEINAS ADERIDAS A COLUNA

Para a eluic8o das lectinas de germe de trigo (Triticum
vulgaris) utilizanmos tamp‘ﬁo formatce 0,05M; pH 3,0. Foram coletadas
aliguotas de 2 ml que foram submetidas a leitura a 280 nm en
ezpectrofotdémetro {Beckman DV 65 . As aligquotas mais

significativas, com densidade optica superior .2, foram reunidas
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em sacos de didlise e dializadas contra solugic salina 0,15M,
contendo 0,01% de azida s6dica, na proporcido de 1 ml da soluglo
para 10 ml de salina, por 24 horas, sob agitaciio constante a 4,C,
com 3 trocas de salina. Esta fracio denominada lectina de germe de
trige fol conservada a -4,.C até seu uso.

Na eluigdc da lectina de feijdo utilizamos trés sistemas de
eluigdes distintos. Uma eluicBo foi realizada com tampio formato
0,05M; pH 3,0, com as aliquotas de 1ml submetidas a dosagen
proteica pelo método de Lowry, em algumas destas eluigBes foram
coletadas aliquotas de 2ml e realizada a sua leitura a 280 nm. A

lectina obtida fol denominada lectina de feiifo eluicdpo formato. e

fol mantida congelada até sua utilizacao.
Em outra técnica para eluicfo total da lectina de feijdo
utilizamos o tamplo tetraborato de s&6dio 250mM; pH 8,0. Esta

fragaoc lectina de feliido eluicag tetraborato recebeu o mesme

tratamento das outras fracdes.
Visando a separagdc da isolectina L4, gue & mitogénica para
linféciteos, utilizamos uma eluigfdo com tampdo tetraborato 15mM; pH

8,0. Fragio esta denominada isolectina L4.

Uma parte destas lectinas eluidas, lectina de feijde e
lectina de dgerme de trigo, foram fervidas em banho de &gua
fervente por 30 ninutos, sende estas fragdes denominadas lectina

de feijdo fervida e lectina de germe de trigo fervida.

3.6 - DOSAGEM DE PROTEINAS

& concentracdo de proteinas foi determinada a 280 nm, com as
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lectinas isoladas apresentando uma leitura de 10 para uma solucdoc
a 1% (RASENEN, 1973). Também foi feita a dosagem pelo método de

Lowry et al (1%851).
3.7 - SALIVA

2 de saliva de c¢inco individuos fol c¢cletada sen
estimulo, em banhe de gelo. A seguir centrifugada a 10.000 g,
durante 15 minutos, a 4,C. Esta saliva foi concentrada por
lipfilizag&c e o teor de proteinas fol dosado pelo método de
Lowry, uma parte desta saliva foi fervida por 30 minutos e

denominada saliva fervida.,

3.8 -~ SB0ORC E SANGUE HUMANO

foram utilizados um pool de soro e mangue (A, B e 0) de 10
doadores do Banco de Sangue da Santa Casa de Misericérdia de
piracicaba. Fol dosado o teor proteico do soro e mantido a 10,C
até =seu uso. As hemécias foram lavadas com PBS 3 vezes, por

centrifugacio & ressuspensas na concentragioc de 2% em PBS.
3.% ~ ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

2s fracdes proteicas dos extratos de feijdc e germe de trigo
{EBf & EBRGt) e as respectivas lectinas que foram purificadas
{lectina total de feijdo eluicdo formato e tetraborato, isolectina

14 e lectina de germe de trigo), foram submetidas & eletroforese

em gel de poliacrilamida em condigbes Acidas , néo desnaturante
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(REISFELD et al, 1962), sendo o gel separador a 7,5% e usando
Beta-alanina~dcido acético 0,35M; pH 4,5; como tampdo de migracéo.
4 corrente aplicada foi de 20 mA por uma hora e 50 wmA por cinco
horas, © corante usado fol Comassie Blue a 0,05% e descorante

dcido acdtico 7%.
3.10 — ELETROFORESE EM AGAROSE

As eletroforeses foram realizada em placas de eletroforese em
agarcse (CELM) onde foram aplicadas 1pl das amostras., A corrida
foi feita & temperatura ambiente, durante uma hora em cuba
eletroforética CORNING, usando 24 md por placa e tampio barbital
0,05 pH 8,6. Apds a\aorrida, as placas foram coradas em Comassig
Blue 0,05% em metanol (7), Acido acético (25) e &gua (68), por
duas horas. 0 excesso de corante fol retirado com a mesma soluglo
sem ¢ Comassie Blue. Todos os procedimentes de coloragdo foram

realizados desta forma .
2.11 - DUPLA DIFUS30 FM GEL DRE AGAROSE

Em l&minas de nmicrosceopia, foram colocados 3,5 ml de agarose
a 1% preparada enm PBS, nos orificios foram aplicados 201l dos
reagentes. A difusfo ocorreu em céamara Umida por 24 horas, &
temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em solugdo salina
isoténica, NaCl a 0,15M, contendo ¢,01% de azida sddica, por 24
horas, com agitag8o constante. Em seguida colocadas na estufa a

37, ©, depois de secas foram coradas com Comassie Blue a 0,05% e

descoradas.
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4 -~ RESULTADOS

4.1 =~ FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS ATRAVES DE

CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE.

4.1.1 ~ Fracionamento do extrato de feijio.

& padrio de eluiclo das proteinas do EB de feijdo, aderidas a
coluna e gue foram eluldas com tampdo formato 0,05M; pH 3,0 &
mostrada na figura 1, onde se tem a dosagem proteica pelo nmétodo
de Lowry das amostras de 1 ml eluidas. As aliguotas do 2, ao 12,
ml foram as que apresentaram malor teor de proteinas e
hemaglutinagdo positiva guando testada com um pool de hemacias a
2%, o pico da eluigdo fol no 5.ml.

4 elulgdo das proteinas aderidas com tamp&o tetraborato de
afdio 250 mM; pH 8 estd expressa na figura 2 com as fracgdesg
eluidas de 2ml submetidas a leitura em 280 nm. 0s eluatos gue
apresentaran malor leitura e hemaglutinacio positiva foram do 4,
ap 14,, com o pico de eluigdo no 9, eluato. Para elulcdo da
izolectina L4 f£oi utilizado tampdc tetraborato de sddie 1% mM; pH
8, un perfil desta eluicdo & mostrado na figura 3, onde se pode
chservar gue a malior concentragdo estd entre o 5, e 18, eluatos e

a 8, aliguota apresenta a maior leitura.
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FIGURA 1 - Perfil de eluicdo de lectina de feijao ( 1 ml de
~oluna com 250 mg de ovomucdéide), dosagem de proteinas pelo Lowry,

1liquotas de 1 ml, eluigdo tampdao formato 0,05M pH 3,0.
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FIGURA 2 - Perfil de eluicdao de lectina de feijao (1ml de
oluna com 250 mg de ovomucdide), aliquotas de 2 ml eluidas com

ampao Tetraborato de sédio 250 mM pH 8,0; leitura a 280 nm.
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4.1.2 - FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DE GERME DE

‘RIGO.

A figura 4 representa o perfil de eluig¢ao das proteinas do
:xtrato bruto de germe de trigo que se aderiram a coluna. Nela
sbservamos que as aliquotas de 2 ml eluidas com tampdo formato
),05M; pH 3,0 que apresentaram uma maior concentragao de proteinas
»:stdo entre o 2, e 11, eluato, o pico da eluig¢do ocorreu no 4,

:luato. Com relacdo a hemaglutinacdo estas aliquotas apresentaram

iglutinag¢do positiva.

4,2 - DETERMINAC3O DA CAPACIDADE DA COLUNA

A capacidade da coluna para isolar lectina de Phaseolus
ulgaris quando a dosagem de proteinas foi feita pelo método de
OWry a capacidade de purificacdao da coluna foi de 9,585 mg de
ectina por ml de gel da coluna utilizado e gquando a dosagem

roteica foi determinada pela absorbéncia a 280 nm foi de 8,25 mg

e lectina por ml de coluna.
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FIGURA 3 - Perfil de eluicdo da Isolectina L4 (1 ml de coluna
om 250 mg de ovomucdide), aliguotas de 2ml eluidas com tampao

etraborato 15 mM pH 8,0; leitura a 280 nm.
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FIGURA 4 - Perfil de eluigcdo da lectina de germe de trigo
Iml de coluna com 250 mg de ovomucdide), aliquotas de 2 ml

luidas com tampdo formato, leitura a 280 nm.
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4.3 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

A andlise da eletroforese em gel de agarose do ovomucdide
reparado segundo Lineweaver (figura 5) revela a presenga de duas
>andas de proteinas com migragdo andédica comparativamente a clara
le ovo é constituida por seis bandas de proteinas, uma de migragao
:atédica e cinco de migrag¢ao anddica.

A figura 6 mostra uma eletroforese corrida em agarose, o
:xtrato bruto de feijao apresenta como pelo menos duas faixas de
)roteinas com migrag¢do andédica, a fragdo eluato formato (lectina
le feijdo) é composta de apenas uma banda proteica de migracgao
mnédica e comparativamente a fragdo eluato PBS contem uma banda

nédica distinta da apresentada pela lectina de feijao.

FIGURA 5 -~ Eletroforese em placa de Agarose.

A - clara de ovo
B - ovomucdide
O - Ponto de aplicacao/ +. Anodo/ -.Catodo
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FIGURA

o U N w

- Eletroforese em placa de Agarose.
Extrato Bruto de feijéao
Lect. de feijdo (eluato formato)

Eluato da aplicacao
EB de feijao
Ponto de aplicagao/ +.Anodo/ -.Catodo
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Na figura 7 observamos o comportamento do EB de feijdo e das
sroteinas eluidas com tampao tetraborato de sédio 15mM; pH 8,0
(isolectina L4), notamos apenas uma banda proteica que & distinta
la apresentada pela eluicdo com formato. Os padrdes apresentados
1a figura 8 mostram bandas proteicas de migragdo anddica distintas

antre si e para os eluatos PBS e tetraborato 250 mM e 15 mM.

4.4 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

O perfil eletroforético do EB de feijao, eluato formato
(lectina de feijdo) e eluato tetraborato 15mM (isolectina L4) é
nostrado na figura 9, nela observamos que a fragdo proteica do
>xtrato bruto & heterogénea e constituida de pelo menos 11 bandas
broteicas, neste gel houve a presenga de uma banda muito intensa
om Rm 0,02 e um outro grupo de cinco bandas com Rss entre 0,21 e
),27 foram também proeminentes na fragdo correspondente ao EB. Das
>inco bandas observadas na fragdo proteica lectina de feijao, as
luas menos moéveis (Rms 0,21 e 0,22) foram mais intensas que as
outras (Rms 0,23, 0,25 e 0,27). Apenas uma banda com Rm 0,21 foi

ncontrada na fragdo isolectina L4.
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FIGURA

0o w ¥
1

o

- Eletroforese em placa de Agarose.

Extrato Bruto de feijéo
Lect. de feijdo (eluato formato)
Isolectina L4 (tetraborato 15 mM)

Pto de aplicagdo / +. Anodo/ =-. Catodo
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FIGURA 8 - Eletroforese em placa de Agarose.

A/E - Extrato de feijao

B

Eluato da aplicacgao
C - Lectina de feijao

D - Isolectina L4

o
|

Pto de aplicagdo/ +. Anodo/ -. Catodo
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Na figura 10 temos uma eletroforese em condigdes &cidas do
axtrato de feijdo e dos eluatos tetraborato 250mM (lectina de
eijdo), tetraborato 15mM (isolectina L4) e eluato formato. Esta
Zigura inclui uma fotografia do gel na qual podem ser vistas 10
>andas, sendo uma banda mais intensa com Rsm 0.3, cinco bandas com
ms entre 0.28 e 0.41 e ainda mais quatro bandas (Rss 0.57, 0.61,
).77 e 0.8). As fragdes correspondentes as lectina de feijéao
2luigdes formato e tetraborato apresentam uma faixa proteica
~omposta de cinco componentes proteicos(Rss entre 0.28 e 0.41). A
.solectina L4 aparece como uma banda proteica muito intensa com Rm
). 28.

Neste gel &acido, fizemos também a corrida do extrato bruto de
jerme de trigo e da respectiva lectina purificada. O padrao do EB
> formado por diferentes bandas proteicas com maior ou menor
wobilidade eletroforética, na fotografia estas bandas nao aparecem
>erfeitamente separadas umas das outras. A lectina purificada se

presenta uma faixa proteica difusa com Rss entre 0.19 e 0.42.

44



FIGURA 9 - Eletroforese em gel de Poliacrilamida em condigdes
icidas. * Diagrama do gel mostrando as mobilidades relativas
(Rm) das bandas proteicas.

A - Isolectina L4 (eluato tetraborato)
B - Extrato de feijao

C - Lectina de Feijdo (eluato formato)
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FIGURA 10 - Eletroforese em gel de Poliacrilamida em
:ondigdes &acidas. * Diagrama do gel mostrando as mobilidades

-elativas (Rs) das bandas proteicas.
A - Extrato de feijao
- Lect. de feijdo (tetraborato)
- Isolectina L4
Lectina de feijao (formato)
- Extrato bruto de germe de trigo

H M O 0O W
1

- Lectina de germe de trigo
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4.5 - REACA0O DE DUPLA DIFUS30O EM GEL DE AGAROSE

Uma linha de precipitagdo foi encontrada ao colocar para
reagir saliva, com EB de feijdo e com lectina de feijdao como
nostra a figura 11, onde também se observa linha de precipitagao
:ntre EB de feijao e lectina de feijdo com soro humano.de

roteinas.

FIGURA 11 - Reagdao de dupla difusdo em gel de Agarose.

Extrato bruto de feijao.
Lectina de feijdo.

Saliva.

=W
|

- Soro.
Na figura 12 mostramos as linhas de precipitag¢des formadas
elas interagdes do EB de germe de trigo e lectina de germe de

rigo com saliva humana e soro humano.
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FIGURA 12 - DUPLA DIFUS&A0 EM AGAROSE.
1/3 - Extrato de germe de trigo.
2/4 - Lectina de germe de trigo.
5 - Saliva.
6 - Soro.

Quando foi utilizado as fragdes lectinas de feijdo e germe de
~igo fervidas contra saliva e soro continuamos a notar linha de
-ecipitagdao, como observamos na figura 13. Assim como esta linha
> precipitacdo & formada pela difusdao de lectina de feijdo e de
2rme de trigo e isolectina L4 contra saliva fervida (figura 14).

Por dupla difusdao encontramos reagdo de precipitagdo de

-oteinas entre isolectina L4 com saliva e com soro (figura 15).
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FIGURA 13 - Reagao de dupla difuséo.

1 - Lectina de feijdo fervida

2 - Lectina de germe de trigo fervida
3 - Saliva

4 - Soro

FIGURA 14 - Reagdo de dupla difusao.
Lectina de feijao

2 - Lectina de germe de trigo
3 - Isolectina L4
5 - Saliva fervida
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FIGURA 15 - Reagdo de dupla difusdo.

1 - Isolectina L4
2 - Saliva

3 - Soro
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5 ~ DISCUSEa0

Os resultados agul apresentados sugerem gue cromatografia de
afinidade tendo ovomuctide como substrato pode ser utilizada para
purificagdo de algumas lectinas que apresentem afinidade por uma
estrutura oligossacaridica, © gue estd de acordo com trabalhos
prévios (Lutsik, 1984 e Freier et al, 1985). No presente trabalho
descrevemos uma técnica onde transformamos o ovemucdide em um gel
insolivel & estivel e o utilizamos para o isolamento de lectinas
de Phasecolus vulgaris L. e Germe de trigo.

Lutgik purificou lectina de germe de trigo a partir do
tratamento da clara de ovo com glutaraldeido a 1%; naguele tra
balho ele também sugere ser possivel a purificagdo de outras
Iectinas, mas ndo relata a capacidade da coluna.

Freir e colaboradores utilizaram uma coluna com ovomucdide
ligado guimicamente com Sepharose 4B, para a purificagdo de
algumas lectinas entre elas a de Phaseolus vulgaris, sendo a
capacidade desta coluna de 7 mg/ml. Nas condigdes agui propostas,
guando o teor de proteinas foi determinado pelo método de Lowry a
coluna fol capaz de reter 9,5 mg de lectina por ml de gel
depositado na coluna e guando a dosagem proteica fol baseada na
absorbéncia a 280 nm foi de 8,2 mg/ml. Estes valcres sio
superiores aos relatados por Freier.

A eluigdo da lectina de feijdoc fol possivel com a utilizagdo
dos dols sistemas propostos, tampao formato 0,05M; pH 3,0 gue &

um eluente universal devido a alteragdo no pH levar a separagao da
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lectina, retida na colunae com tampiio tetraborate de sédio 250 mM;
pH 8.0 que elui ao interagir com carboidratos e competir com as
lectinas pelos oligossacarideos da coluna. A capacidade da coluna
foi semelhante nas duas técnicas de eluigdes utilizadas, assim
COMO as fragdes obtidas apresentaram o ReSNO perfil
eletroforético.

A eluigido da isclectina L4 com tampfoc tetraborato 15mM; pH
8,0 ests de acordo com a realizada por Fleischmann et al (1985).
Ho casc da lectina de germe de trigo a eluigio realizada com
tampdc formato também fol efetiva, para as lectinas que
congeguincs isclar, ndoc houve a necessidade da utilizacidc de
aglicares especificos para a realizagdo das eluigdes, o gue
facilitou este procedimento.

Ho perfil aletréfcjrético do ovomucdide gque fol purificado
segundo Lineweaver (1947) notamos a presenca de duas bandas de
migracdo anédica, a banda de maior mobilidade eletroforética ndo
apresenta correspondéncia na eletroforese da clara de ovo podendo
assin se tratar de protéina desnaturada ou ainda uma proteina gue
foi concentrada durante o8 procedimentos realizados para a
purificagdc do ovomucdide. Isto esta de acordo com Tomimatsu et al
{1366} gue relata a presenca de um outreo inibidor enzimltico,
ovoinhibitor, como  impureza no ovomucdide  preparado  por
Linewesaver, sendo gue este outro inibidor apresenta uma mobilidade
gletroforética maior gue a do ovomucdide.

As curvas e as dosagens proteicas das eluicbes apresentadas
quando das cromatografias tanto para a purificagdc de lectina de

feijdo com feormato ou tetraborate nas concentragdes preconizadas
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{15 e 250 mM) s8c compativeis com o processo uma vez gque no comeco
da elulcldo obtivemos uma baixa concentragéo proteica, aparecendo a
seguir uma regifSo de picoc e ao final os eluatos apresentam niveis
ninimos de proteinas. Este fato foi verdadeirc também para a
cromatografia do EB de germe de trigo,

Nas eletroforeses em agarose notamos a presenca de faixas
proteicas distintas entre as fragBes que ndoc aderiram a coluna
{eluatc da aplicagdo) e lectinas eluidas, demong trando que as
proteinas ndo aderidas & coluna s8c diferentes dagquelas gque
reconhecem os residuos oligossacaridicos presentes na coluna.
Apenas uma banda proteica aparece na fragdc correspondente a
isclectina 14, apresentando mobilidade eletroforética ligeiramnte
malor gue a da lectina total.

¢ fato destas .lectinas se aderirem & c¢oluna revela a
afinidade das lectinas de feljdo e germe de trigo pelas fracdes
glicidicas do ovomucdide, iste é coerente com os dados da
literatura gue dizem ser oligossacarideos oS inibidores
especificos das lectinas de feijdo (Freier et al, 1985i e gefme de
trigo, nesta Gltima principalmente s~acetil glicosamina (Allen et
al, 1973 ; Mirth et al, 1979).

0 método proposto para o fracionamente do EB de Triticum
vitlgaris, permitiu a obtengio de uma faixa proteica, eluida com
tampdc formateo, guando analisada através de eletroforese em gel de
poliacrilamida em condigdes dcidas. Esta frac8o submetida a dupla
difusio em gel de agarcse, formeou linha de precipitagde, tanto com
saliva como tanbén com soro. Isto confirma trabalhos prévios

{Gibbons & Dankers, 1981 e Mirth et al, 1979) dque relatam a
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interagdo desta lectina com glicoproteinas salivares.

As lectinas de feijfc eluidas com tampdoc formato e tampio
tetraborate 250mM se comportaram na eletroforese em gel de
poliacrilamida em pH &cido como uma faixa proteica formada por
cince bandas, correspondentes as suas isolectinas. Trabalhos
anteriores encontraram este padrdo para a lectina de feiido
{Felsted et al, 1975 ; oOchoa e Kristiansen, 1978 ; Carvalho,
1981 .

Na frag¢dc correspondente ac eluato tetraborate 15mM,
igsolectina 14, aparece apenas uma banda proteica com a menor
nobilidade eletroforética comparativamente as isolectinas
presentes na fracdo lectina total, Leavitt et al em 1977, também
encontraram este perfil eletroforético para esta isolectina.

2 interag8o de iectinas de origem vegetal e glicoproteinas
salivares e séricas tem sido demonstrada por véarios autores
{Pauline da Costa, 1989 ; Moral, 1993 ; HMirth et al, 1879 ;
Gibbons & Dankers, 1981).

No caso da lectina de Phaseolus Vuigaris, Glad e Borrebaeck
em 1984, pesguisando estas interagtes encontraram afinidades com
varias glicoproteinas séricas, entre elas IgA. A isolectina L4
também apresentou linha de precipitag¢io com a IgA sérica naguele
sxperimento.

Ras condigdes do experimento realizado, encontramos uma linha
de precipitacdo entre as lectinas eluidas com os tampdes formato e
tetraborato 15 e 250 mM e saliva assim como com soro humano. Esta
interacdo também fol positiva quando folil utilizado saliva fervida,

demonstrande gue ela ndo ocorre pela presenga de antlicorpos
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anti~lectinas na saliva.

Por dupla difusdo demonstramos a ocorréncia de linha de
precipitagido de saliva e soro com as lectinas de feijfo e germe de
trigo, mesmo guando estas Gltimas passaram por um processo de
farvura, © gue concorda com trabalhos prévios, onde se demonstrou
gue estas lectinas sfo altamente estivels, sendo a lectina de
germe de trigo resistente ao processo de autoclavagem (Nachbar &
Oppenhein, 1980) e a digestio por enzimas digestivas (Brady et al,
1978). Dados semelhantes foram encontrados com lectina de

Phaseclus vulgaris (Pusztai & Grant, 1880).
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& = HESUMO

Lectinas s8o proteinas ou glicoproteinas capazes de ligacéo
reversivel a carboidratos e compostos contendo agQcecares e de
agiutinar células ou glicoconjugados sem induzir mudancas guimicas
nes mesmos. Estio presentes em plantas, bactérias, fungos, virus,
algumas células de mamiferos e outras fontes naturais. 8&oc tteis
em estudos de superficie celular, imunchistoguimica de condigbes
normais e patoldgicas e estdc envolvidas no mecanisme de adesdo
bacteriana.

Uma propriedade importante nas lectinas de Phaseolus vulgaris
& a estimulagdo da proliferagBo de linfécitos e esta propriedade
prevalece na isolectina rica em subunidade L (L4). A lectina de
germe de trige aglutina preferencialmente célula tumorais, reage e
neutraliza aglutininas nfo imunes presentes na saliva e aglutinam
8. mutans.

Neste trabalho desenvolvemos uma técnica de cromatografia de
afinidade, para o isclamento .de  lectinas gue - apresentenm
especificidade por uma estrutura oligossacaridica. Para isto
transformamos umwa proteina rica em oligossacidrideos, o ovomuctide,
ew um gel insolivel e estével e o depositamos numa coluna.

Com esta técnica fol possivel o isolamento purificagéoldas
lectina de germe de trigo, lectina de Phaseolus e sua isolectina
14 apbés eluidas da coluna estas proteinas foram submetidas a
elotroforeses em gel de poliacrilamida e em agarose, due

demonstraram sua pureza.
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Com finalidade de estudar as possivels interagdes entre estas
lectinas purificadas e glicoproteinas salivares, realizamos dupla
difusc em gel de agarose, onde encontramos precipitagdes

proteicas entre as lectinas testadas e as glicoproteinas salivares

e séricas.
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7 -~ BUMMARY

Igsoclation of lectin of bpeans and wheat germ and theirs

precipitations with salivary and serum glycoproteins.

Lectins are proteins or glycoproteins capable of reversible
linking to carbohydrate and sugars compounds, and of celular or
glycoconjugated aglutination without inducing chemistry changes.
They are present in plants, bacteria, fungus, virus, some
manmaliam cells and others nature sources., They are useful on the
study of celular surface, Iimunchistochemistry of normal and
pathologycal condition, studies of stimulation of lymphooyte
proliferation and are invelved in bacteria adherence.

One important ﬁrmperty of Phaseolus vulgaris lectins is
iymphocyte proliferation and this property dominate in the
isvlectin rich in L subunit (L4). Lectin of wheat germ causes
tumor cell aglutination, react and neutralize aglutinins of non
imune origin that aré present in saliva and promote §. mulansg
aglutination.

In this work a technique of affinity chromatography, for the
isolation of lectins with oligosaccharide specificity was
developed. A protein rich in oligosaccharide, the ovomucoid, was
transformed in a insoluble and stable gel that was deposited in a
colums,

With this technigue lectin isolation of wheat germ and
Phaseolus vulgaris and 14 isolectin was possible. After eluted

from the ovomucoid columm, these proteins were subnited to
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pelyacrylanide gel, and agarcose electrophoresis, and demonstrated

being pure.

T¢ study the possible interaction of these lectins with
zalivary and serum glycoproteins, we used double difusion on

agarose gel, and we found precipitations.
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8 - CONCLUSAO

A andlise dos resultados deste trabalho permitiu serem
formuladas as seguintes conclusdes:

1 - A técnica de cromatografia de afinidade proposta foi
capaz de isolar lectina de Phaseclus vulgaris e a isolectina
mitogénica para linfécitos L4 e os dados ainda sugerem ser
possivel o isolamento de lectina de germe de trigo.

2 - As lectinas de FPhasecolus e Triticum, assim como a
isolectina 1.4 reconhecem glicoproteinas salivares e séricas.

3 - As lectinas de Phaseolus e Triticum fervidas

reagiram com glicoproteinas salivares.
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