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ISOLAMENTO DE LECTINAS DE FEIJãO E GERME DE TRIGO E SUAS 

PRECIPITAÇÕES COH GLICOPROTEÍNAS SALIVARES E SÉRICAS 

1 - INTRODUÇÁQ 

Proteínas capazes de reconhecimento especifico e ligação 

reversível a carboidratos e compostos contendo açúcares e de 

aglutinar células ou glicoconjugados são conhecidas como lectinas, 

e vem despertando o interesse, desde o século passado, de 

pesquisadores das mais diversas áreas. 

Estão amplamente distribuídas na natureza, podendo ser 

encontradas em plantas, bactérias, fungos, vírus, células de 

mamíferos e outras fontes. Devido as suas propriedades 

particulares, tem se utilizado lectinas em pesquisas e em diversos 

procedimentos laboratoriais e clínicos. Seu uso oferece mui tas 

vantagens incluindo alta estabilidade e disponibilidade de uma de 

grande quantidade de diferentes lectinas com especificidades 

diversas. Elas são importantes para propósitoS analíticos e 

preparativos em bioquímica, biologia celular, imunologia e áreas 

afins. 

Lectinas de Phaseolus vulgaris (feijão) aglutinam hemácias e 

estimulam a proliferação de linfócitos, estas propriedades são 

devidas a uma série de 5 isolectinas (MILLER et al~1975). A 

lectina de germe de trigo (Tríticum vulgarís) aglutina 

preferencialmente células malignas (AUB et a1~1963) e tem a 

capacidade de inibir a aglutinação de Streptococcus mutans pela 

saliva (MIRTH et al~ 1979), além de diminuir a adesão destas 
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bactérias a hidroxiapatita .. in vitro.. (GIBBONS & DANKER, 1981). 

Neste trabalho procura;,,_os desenvolver uma técnica para o 

isolamento de lectinas com afinidade para oligossacarideos 

(Phaseolus vulgarís e Triticum vulgaris), através de cromatografia 

de afinidade, utilizando ovomucóíde insolúvel como matriz. 

Outra proposição nossa foi a de estudar as possíveis 

interações entre estas lectinas tanto com glicoproteinas salivares 

como séricas. A literatura apresenta poucos trabalhos em relação a 

este assunto mas lectinas presentes na dieta podem alterar a 

relação parasita hospedeiro influenciando assim a adesão 

bacteriana à superficie dental e à células epiteliais da cavidade 

oral~ o desenvolvimento desta técnica para isolamento facilitará 

a obtenção destas lectinas em estado puro, possibilitando novos 

estudos a seu respeito, assim como sua utilização em técnicas já 

preconizadas. 
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2 - REVISãO DA LITERATURA 

2.1 - LECTINAS 

2.1.1 -HISTÓRICO 

Estudos sobre lectinas foram iniciados no século passado 

quando foi descoberto que extratos de plantas aglutinavam hemácias 

e eram tóxicos para os homens e animais. o primeiro trabalho a 

relatar que proteinas de plantas aglutinavam eritrócitos foi a 

tese de doutorado de Hermamn Stillmark {1888 1 ). Quando estudava 

a toxidade de· sementes de Ricinus communis ele observou que a 

mistura do extrato da planta com sangue resultava na aglutinação 

dos eritr6citos, notou ainda que os eritrócitos de diferentes 

animais reagiam diferentemente, e que aquela nricina" aglutinava 

leucócitos, células do fígado e epiteliais. 

Outros estudos se seguiram como o de Hellin (1891) que 

descobriu atividade hemaglutinante no extrato de Abrus 

precatórias, e ainda Mendel (1909) e Kobert (1913) que estudaram 

hemaglutinina de Robínia pseudocacia. 

As propriedades tóxicas de ricina e abrina atraíram a atenção 

de Paul Ehrlích que utilizou estas proteínas como modelo de 

antígeno (EHRLICH, 1891a e 1891b), estabelecendo deste modo alguns 

dos principias fundamentais da imunologia. Animais alimentados com 

Abrus precatórias desenvolviam uma certa imunidade 

e esta imunidade era potencializada quando 

contra abrina 

se injetava 

parenteralmente a proteína, resultando na produção de anticorpos 
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que inibiam, tanto sua atividade tóxica como hemaglutinante. 

Ehrlich também demonstrou a especificidade da resposta imune, pois 

soro anti-abrina neutralizava abrina mas não ricina e vice versa 

Ele mostrou que existia uma correlação quanti ta ti va entre a 

quantidade de antisoro e de antigeno que poderia ser 

neutralizado, realizando a primeira determinação quantitativa de 

anticorpos "in vitro". Outra descoberta foi a tansferência da 

imunidade da mãe para a prole, durante a gestação pelo sangue e 

através do aleitamento, após o nascimento. 

A natureza proteica da ricina foi demonstrada por (OSBORNE et 

al, 1905). Atividade hemaglutinante em extratos de plantas 

comestiveis foi encontrada, pela primeira vez por Landsteiner & 

Raubitschek {1908), em sementes de Phaseolus vulgarís~ Písum 

satívum e Lens culínares, neste trabalho eles também demonstraram 

a seletividade das aglutinínas em relação a eritrócitos de 

diferentes animais~ Em 1909, Wíenhaus observou que extratos de 

Phaseolus vulgaris aglutinavam leucócitos e células renais e 

epiteliais. 

A primeira purificação foi feita por Summer em 1919, através 

de precipitação salina e cristalização do extrato de Canavalia 

ensiformes ele obteve a concanavalina A. Em 1936 Summer & Howell 

relataram que além de aglutinar hemácias, a concanavalina A, 

também precipitava glicogênio em solução e sua atividade 

hemaglutinante era inibida pelo açúcar de cana, sugerindo que a 

reação de hemaglutínação ocorria mediada por carboidratos da 

superfície das hemácias~ 

A especificidade das lectinas para os diferentes grupos 
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sanguineos, foi relatada por Boyd (1947) que observou que extratos 

de Phaseolus limensis aglutinavam fortemente hemácias de alguns 

individues, mas não a de outros. Boyd & Reguera (1949) relataram a 

atividade anti hemácias A do extrato de Phaseolus lunatus~ quase 

ao mesmo tempo Renkonen (1948) 1 mostrou a especificidade para 

hemácias do grupo A de extratos de Vicia cracca e para o grupo o 

de Lotus tetragonolobus. A atividade grupo especifica é tão 

precisa que se pode distinguir entre subgrupos, como é o caso de 

lectinas de Dolíchos biflorus (BIRD, 1951), que reagem mais 

fortemente com hemácias do tipo Al do que com o tipo A2. Estas 

propriedades levaram Boyd & Shapleigh (1954}, proporem o termo 

lectina 6 gue veio do latim "legere 11 (escolher}, para estas 

proteínas com atividade hemaglutinante. 

A atividade grupo especifica de algumas lectinas e sua 

inibição por açúcares contribuíram muito para o estabelecimento 

das bases químicas das substâncias que caracterizam os grupos 

sanguíneos do sistema ABO. Deste modo Morgan & Watkins (1953) 

mostraram que N-Acetil-n-galactosamina inibia a aglutinação de 

hemácias A pela lectina de Phaseolus limensis e que a aglutinação 

de hemácias tipo O pela lectina de Lotus tetragonolobus foi 

inibida pela L-fucose, sendo estes achados indicativos de que 

açúcares são determinantes de superfície e 

especificidade as hemácias. 

Uma 

encontrou 

vulgaris, 

importante descoberta foi feita 

propriedades 

isto é esta 

mi togênicas na 

fitohemaglutinina 

por Nowel 

lectina de 

(PHA) era 

conferem 

(1960) que 

Phaseolus 

capaz de 

estimular a mitose de linfócitos. Este fato teve um impacto 
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revolucionário na imunologia uma 

que 

vez que lifócitos eram 

considerados células terminais 

diferenciação. 

não sofreriam divisão ou 

Outras lectinas mostraram ser mitogênicas 1 como é o caso da 

concanavalina A (Con A), e esta atividade pode ser inibida por 

baixas concentrações de D-manose, demonstrando que a ligação das 

lectinas à açúcares da superficie da célula é que resulta na 

estimulação celular. 

Grande interesse despertou o 

colaboradores ( 1963, 1965) , quando 

uma lipase contida no extrato de 

trabalho de Aub e seus 

investigavam os efeitos de 

germe de trigo sobre o 

crescimento tumoral, descobriram que 

preferencialmente células malignas. 

Golderberg (1967} mostraram que esta 

contaminação com a lectína de germe 

este extrato ,aglutinava 

Mais tarde, Burger & 

propriedade era devida a 

de trigo (WGA). Estas 

observações atraíram a atenção de muitos cientistas para o uso de 

lect.inas na pesquisa do câncer e foi descoberto que outras 

lectinas apresentavam propriedades similares, como CanA (INBAR & 

SACHS, 1969) • 

Os primeiros a utilizarem cromatografia de afinidade para 

purificação de lectínas foram Agrawal & Goldsteín (1965), que 

isolaram Con A por por adsorção especifica numa coluna com dextran 

(Sephadex) e eluição com D-glucose~ A primeira lectina usada em 

estudos de estrutura de carboidratos foi a Con A, assim como a 

primeira a ser sequenciada (EDELMAN et al.. 1972) e a ter sua 

estrutura tridimencional estabelecida (HARDMAN & AINSWORTH, 1972). 

A especificidade entre lectína e carboidrato é indicativa que 
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na interação com células estas lectinas reagem com carboidratos 

presentes na superfície celular, por isso as lectinas tem sido 

utilizadas para estudos da arquitetura da superfície de diversas 

células incluindo células malignas (BOURRILON, 1973) e para a 

purificação de glicoproteinas por cromatografia de afinidade 

(APSBERG et al$ 1970; KAHANE et al$ 1976). Elas são utilizadas 

também na separação de células de mamiferos por aglutinação 

seletiva (REISNER et a1~1981) e ainda no isolamento de estruturas 

polissacaridicas e como modelo para estudos das interações entre 

proteinas e carboidratos (SHARON & LIZ, 1972). 

2. 1. 2 - LECTINAS NA NATUREZA 

A principio os pesquisadores pensavam que as lectinas eram 

encontradas somente em plantas, mas estudos demonstraram que elas 

estão presentes em uma grande variedade de fontes naturais tais 

como 

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

leguminosas) ~ 

b fungos, bactérias, protozoários e virus. 

c - esponja, algas marinhas, moluscos e ovos de peixes. 

d - fluido corporal de invertebrados. 

e - alguns vertebrados e membranas de células de mamíferos. 

2.1.2.1- LECTINAS EM ANIMAIS SUPERIORES 

Animais produzem uma variedade de lectinas, tanto em forma 
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solúvel como ligada a membrana de células, muitas das quais 

participam no processo de reconhecimento celular. 

Um marco no estudo da interação lectina-carboidrato e seu 

papel no reconhecimento celular veio do trabalho de Ashwell & 

Morell que em 1974 descobriram a primeira lectina de mamifero, 

u:ma proteína hepãtica especifica para D-galactose que pode estar 

relacionada com a remoção de glicoproteinas da corrente 

circulatória. Outras lectinas de origem animal foram descobertas 

entre elas uma que pode estar envolvida no mecanismo de remoção de 

bact,érias da corrente circulatória (PERRY & OFEK, 1984} e uma em 

humanos responsável pela remoção de fisiológica de hemácias velhas 

do sistema circulatório (ROOS et al~ 1985). 

Como os carboidratos de superficie celular, as lectinas 

estão sujeitas a mudanças de acordo com o estado fisiológico e 

patológico da célula, em 1981 Lotan & Raz demostraram que 

células tumorais de ratos e humanos carregam em sua superficie 

lectinas não encontradas na célula normal, e estas lectinas 

parecem estar envolvidas no processo de metástase. 

Outras funções relacionadas com lectinas em animais seriam a 

do controle da diferenciação e formação de orgãos (BARONDES, 

1984), a do reconhecimento entre linfócitos e orgãos linfóide 

quando do processo de migração dos linfócitos da corrente 

circulatória para estes orgãos (SHARON & LIZ, 1989). Existem 

fortes evidencias que sugerem que lectinas em superficies de 

células metastáticas podem estar envolvidas na formação do embolo, 

seja pela agregação com outras células alteradas ou com células do 

hospedeiro, elas podem ainda facilitar a adesão de agregados à 
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células endoteliais dos capilares {RAZ & LOTAN, 1987). 

2.1.2.2 - LECTINAS EM BACTÉRIAS 

Várias bactérias apresentam em sua superfície lectinas 

específicas para diversos açúcares (SHARON & LIZ, 1987). Em 

enterobactérias como Escherichía colí e Salmonellae~ e em outras 

espécies, as lectinas são encontradas normalmente na forma de 

submicroscópicos apêndices conhecidos como fímbrias ou pilis, que 

estão presentes na superfície da célula bacteriana~ Estas fímbrias 

apresentam usualmente de 5 a 7 nm de diametro e de 100 a 200 nm de 

comprimento. 

A que melhor foi caracterizada foi a fímbria tipo 1 (manose 

específica) de E. colí, que preferencialmente se liga a 

oligomanose e oligossacarideos híbridos de glicoproteínas da 

superf.ície da célula animal. Sugerindo deste modo que estas 

lectinas podem funcionar como adesinas que ligam as bactérias a 

célula do hospedeiro, tendo um papel fundamental no inicio e 

desenvolvimento do processo infeccioso (OFEK et al, 1977). 

Evidências diretas do envolvimento destas lectinas na 

iniciação de infecções foram obtidas quando se mostrou que, 

infecção do trato urinário em ratos, por Escherichia coli poderia 

ser previnida por metil a-n-manosideo (ARONSON et al~ 1979). Este 

estudo demonstrou que é possivel evitar o processo infeccioso 

utilizando terapias antiadesivas através de açúcares inibidores 

que irão impedir a adesão das bactérias mediada por lectinas. 

Lectinas galactose específica produzidas por actinomyces 
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orais, como Actinomyces naeslundi e A. víscosus, facilitam o 

inicio da colonização das superfícies epiteliais da boca e dentes 

por mediar a adesão da bactéria a residuos de galactose ou na 

superfície da célula epitelial ou na superficie de outra 

bBctéria, como Streptococcus sanguis por exemplo, que está aderido 

a pelicula adquirida da superficie dental (MIRELMAN, 1987). 

Bactérias portadoras de adesinas podem rapidamente ligar-se a 

açúcares em células fagocitárias como leucócitos ou macrófagos, 

resultando em ativação metabólica da célula 1 ingestão da bactéria 

e eventual morte bacteriana. Normalmente este processo é mediado 

por opsoninas (anticorpos e sistema complemento) e esta ativação 

da fagocitose por uma via não opsonínica, que é mediada por 

lectinas é conhecida como lectinofagocitose, e pode ser 

importante para a remoção de bactérias de pacientes imunQ 

suprimidos e em regiões pobres em opsonínas {OFEK & SHARON, 1988). 

2.1.2.3 - LECTINAS EM PLANTAS 

Lectinas de plantas foram as primeiras a serem descobertas e 

devido a sua ampla distribuição e facilidade de isolamento s~o as 

mais estudadas, entretanto pouco se conhece sobre sua função 4 O 

seu papel preciso nas plantas é desconhecido, mas pelo menos duas 

hipóteses tem sido postuladas (LIENER, 1990) - a) seria mediadora 

de uma relação simbi6tica entre microrganismos fixadores de 

nitrogênio, particularmente do gênero Rhizobium, e plantas 

legwninosas, e b)como parte de um mecanismo de defesa contra 

insetos e microrganismos patogênicos. 
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Estas lectinas podem tambem funcionar como uma importante 

reserva de proteinas (MIRELMAN et al~ 1975). A sua grande 

distribuição em quase todas as famílias do reino vegetal podem 

indicar que estas proteinas sejam essenciais para o sobrevivência 

da espécie. O fato de não serem encontradas em algumas plantas tem 

que ser cuidadosamente estudado uma vez que pode ser uma falha no 

processo de extração de lectinas ou o uso de um receptor não 

adequado para o teste de sua atividade (MOREIRA et al~ 1990}~ 

2.1.3 - LECTINAS E RECONHECIMENTO CELULAR 

Reconhecimento celular é um evento inicial para um grande 

número de processos biológicos, principalmente os que envolvem 

interações entre células, como fertilização, embriogênese 1 

migração celular, formação dos orgãos, defesa imunológica e 

infecção microbiana (SHARON & LIZ, 1989). 

Embora as lectinas sejam conhecidas a muito tempo, a idéia 

que elas poderiam agir como moléculas de reconhecimento celular é 

recente (HARRISON & CHESTERTON, 1980). 

A descoberta que elas estão amplamente distribuídas pela 

natureza e são frequentemente encontradas na superfície celular e 

em partículas intracelulares 1 além do fato de que quase todas 

células carregam em sua superfície carboidratos nas formas de 

glicoproteinas, glicolipideos e polissacarideos (COOK, 1986), 

levaram a teoria de que lectinas na superfície celular poderiam 

mediar a interação entre células ao se combinar com carboidratos 

complementares na célula oposta. Exercendo deste modo um papel 
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fundamental no controle de processas normais e patológicos em 

organismos vivos (SHARON & LIZ, 1989). 

Várias lectinas de membranas que participam do processo de 

introdução de glicoproteinas para o interior da célula e no 

tráfico intracelular destas glicoproteinas foram descobertas 

(ASHWELL & MORELL, 1974 ; KORNFELD, 1987). Quanto a especificidade 

as lectinas podem distinguir não somente entre diferentes 

monossacarídeas como também entre oligossacarídeos, detectando 

diferenças sutis na estrutura dos carboidratos. Esta interação 

entre lectina e carboidrato satisfaz outros requisitos do sistema 

de reconhecimento celular como velocidade e reversibilidade 

(SHARON & LIZ, 1989). 

Tipicamente as lectinas e os carboidratos complementares 

estão localizados na superfície de células opostas, que podem ser 

ou não do mesmo tipo. Estas células podem também interagir por 

meio de pontes formadas por glicoproteinas solúveis que se ligam a 

lectinas da supeficie celular. Alternativamente, as lectinas podem 

se combinar com carboidratos de componentes insolúveis da matriz 

extracelular que promovem a adesão da célula ao substrato e ainda 

lectinas solúveis podem atuar como pontes ligando carboidratos em 

células opostas (SHARON & LIZ, 1989). 

2.1.4- TOXIDADE 

A exposição dos homens e animais as lectinas é inevitável uma 

vez que estas estão presentes em quase todas plantas comestíveis 

(NACHBAR & OPPENHEIM, 1980). Lectina de germe de trigo (BRADY et 
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al, 1978) e Phaseolus vulgarís (PUSZTAI & GRANT, 1980) mostraram 

ser resistentes a digestão por enzimas digestivas e algumas 

permanecem ativas em fezes de homens e animais alimentados com 

fontes destas proteínas. 

O processo de cozimento nem sempre destroe completamente a 

atividade de lectinas presentes na nossa dieta sendo possível 

encontrar esta atividade até em produtos processados 

industrialmente (LIENER, 1974 ; NACHBAR e OPPENHEIM, 1980). 

Estes fatos tem repercussões nutritivas uma vez que os 

aminoácidos destas lectinas 1 não digeridas, não estarão 

disponíveis e ainda, estas lectinas intactas ou parcialmente 

digeridas podem se ligar a células epiteliais do intestino, 

diminuindo a absorção de nutrientes. Isto acontece com lectinas de 

germe de trigo (ETZLER & BRANSTRATOR, 1974) e Phaseolus vulgarís 

(KING et al, 1980). 

2.1.5- PURIFICAÇãO 

Purificação de lectinas é de importância fundamental para se 

determinar suas características gerais e estabelecimento de suas 

propriedades moleculares. A primeira técnica proposta foi 

cristalização utilizada para Concanavalina A (SUMMER, 1919). 

Lectina de Phaseolus foi purificada por precipitação com sulfato 

de amõnio a vários pH. (RIGAS & OSGOOD, 1955 i JAFFÉ & GAEDE, 

1959). 

Outra técnica proposta foi a de cromatografia de troca iônica 

e:m DEAE e CM celulose empregadas na purificação de lectinas de 
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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 modo 

conhecendo o açúcar especifico da lectina é possivel preparar urna 

1< atriz adequada para purificação por cromatografia de afinidade~ 

Os primeiros a utilizarem esta metodologia foram Agrawal & 

Goldstein (1967) e Olson e Líener (1967) que utilizaram Sephadex, 

um polimero de dextrana para purificar concanavalina A. 

O desenvolvimento de procedimentos que permitem a ativação 

de suportes insolúveis comercialmente disponiveis, como a 

sepharose por exemplo, e o acloplamento de ligantes apropriados a 

estes suportes possibilitaram o amplo emprego da técnica de 

cromatografia de afinidade para purificação de diversos tipos de 

lectinas. Utilizando estes procedimentos Sela et al (1975) 

acoplaram fetuína à Sepharose para purificação de lectina de 

Phaseolus vulgarís e Vretblad (1976) aclopou 

n-acetil-o-gl,icosamina a este suporte para a purificação de 

lectina de germe de trigo. 

Alguns autores, utilizaram a propriedade das lectinas de 

interagirem com eritrócitos para preparar uma coluna com estroma 

de hemácias (OCHOA & KRISTIANSEN, 1978), outros imobilizaram 

tiroglobulina de porco em Sepharose para obtenção de lectina de 

Phaseolus (MATSUMOTO & OSAWA, 1972 ; FELSTED et al, 1975 . 
' 

CARVALHO, 1981). Lutsik (1984) fez uma fixaçào das proteinas da 

clara do ovo para purificar aglutinina de germe de trigo. 

Freier et al em 1985 trabalharam com Sepharose, onde 
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acloplaram mucina gátrica ou ovomucóide em Sepharose para 

purificação de várias lectinas, entre elas a de Phaseolus vulgaris 

e Triticum vulgaris. Fleischmann et al.., {1985) utilizaram esta 

coluna de ovomucóide ligado a Sepharose para purificação de 

isolectinas de Phaselus. 

2.1.6 - LECTINA DE PHASEOLUS VULGARIS L. (PHA) 

Em 1959 Hungerford descobriu que o extrato do feijão era 

capaz de estimular a divisão celular de alguns leucócitos do 

sangue humano. Mais tarde foi descoberto que os linfócitos é que 

proliferavam {CARSTAIRS, 1961). 

Extratos de Phaseolus vulgaris contêm glicoproteínas de forma 

tetramérica com PM 120.000 D e composta de duas subunidades não 

covalentemente ligadas com PM entre 29.000 e 35.000 D (CARVALHO, 

1981)* Estes extratos promovem a aglutinação de hemácias e 

estimulam a proliferação de linfócitos, propriedades estas devidas 

a uma série de isolectinas (MILLER et al~ 1975). 

Yachnin {~972) sugere que a atividade de eritroaglutinação e 

estimulação de linfócitos é o resultado da combinação de duas 

subunidades diferentes, chamadas E (eritroaglutinação) e L 

(estimulação de linfócitos} , em cinco possiveis proteinas 

tetraméricas, E4, E3Ll, E2L2, E1L3 e L4. Quanto maior a presença 

da subunidade E maior será a eritroaglutinação, e a estimulação de 

linfócitos prevalece na subunidade L. 

As lectinas de Phaseolus (PHA) precipitam componentes do 

soro humano normal (MORSE, 1968). Estudos demonstram que as cinco 
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(PHA) isolectinas exibem diferentes precipitações de 

glicoproteínas séricas (YACHNIN, 1972 ; GLAD & BORREBAECK, 1984), 

sendo que PHA E4 exibe afinidade para catorze destas 

glicoproteínas e PHA L4 para nove delas. As glicoproteinas que 

mostraram maior atividade para PHA E4 foram: IgM, IgA, IgG, 

a2-macroglobulina, ~-lipoproteina e haptoglobulina e entre as que 

melhores reagiram com PHA L4 estão: IgG, IgA e haptoglobulina. 

Existe uma semelhança na composição de aminoácidos e de 

carboidratos das duas subunidades, assim como nas suas 

propriedades físico quimicas, isto pode indicar que as diferenças 

nas propriedades biológicas das subunidades residam em pequenas 

variações na sua estrutura primária (GLAD & BORREBAECK, 1984). 

Estas lectinas tem sido utilizadas para estudos da função de 

linfócitos 11 in vitro", isolamento de glicoproteinas por 

cromatografia de afinidade e estudos de glicoproteinas e 

constituintes da membrana celular (SHARON & LIS, 1972}. Segundo 

Liener (1990) o 

N-acetilgalactosamina 

oligossacaridicas. 

e 

açúcar 

ela é 

especifico da 

capaz de reconhecer 

lectina é 

estruturas 

2.1.7- LECTINA DE GERME DE TRIGO (TRITICUH VULGARIS) 

A aglutinina de germe de trigo (WGA) é uma proteína simples 

(ALLEN et al, 1973) que em pH fisiológico é um dímero de 

subunidades com PM 18.000 D que estão ligadas por pontes 

dissulfídicas~ 

Em 1963 Aub et ai demonstraram que preparações apartir de uma 

16 



lipase de germe de trigo causavam a aglutinação de algumas células 

malignas, mais tarde (BURGER & GOLDBERG, 1967) foi descoberto que 

células transformadas por vírus eram melhor aglutinadas do que 

células da mesma linhagem que não sofreram alterações e que esta 

aglutinação era promovida por um componente proteico encontrado 

como contaminante na lipase de germe de trigo. Esta seletividade 

de aglutinação para células que sofreram transformação reflete 

alterações que ocorreram na membrana celular durante o processo de 

transformação~ 

Num estudo de indução da aglutinação de Streptococcus mutans 

por saliva foi demonstrado que WGA, uma lectina com alta 

especificidade para N-acetilglicosamina é capaz de inibir a 

agregação induzida por saliva uma vez que pode se ligar 

reversivelmente a fatores agregantes da saliva que contem resí.duos 

GlcNAc (MIRTH et al, 1979). 

Gibbons & Dankers (1981) mostraram que WGA poderia inibir a 

adesão de Streptococcus mutans na superficie da hidroxiapatita nré 

tratada com sa 1 i va, num modelo de estudo das interações entre 

componentes da pelicula adquirida e bactériase Sugerindo deste 

modo, que a lectina diminuiu a adesão de Streptococcus mutans a 

superficie dental. Ela também se liga especificamente a células 

epiteliais da boca e esta ligação é inibida pela saliva, Gibbons & 

Dankers (1982) sugerem que uma das funções da saliva seria a de 

reduzir as interações das lectinas com as superficies mucosas. 

A lectina presente no germe de trigo reage com as seguintes 

proteínas plasmáticas: a-2macroglobulina, haptoglobulina, 

ceruplasmina, hemopexina e ácido alglicoproteico {GOLDSTEIN & 
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HAYES, 1978}. Esta lectina é altamente estável e resiste a 

autoclavagem e processamento industrial (NACHBAR & OPPENHEIM, 

1980}, assim como ã enzimas digestivas podendo ser encontradas 

intactas em fezes humanas após a sua ingestão (BRADY et al~ 1978). 

z.z - PELÍCULA ADQUIRIDA 

O esmalte dental é coberto por uma fina camada membranosa e 

amorfa chamada película adquirida, que se adere a ele e outras 

S1Jperfícies sólidas presentes na boca, como próteses, restaurações 

e aparelhos ortodônticos. Este filme orgânico e acelular é a base 

para adesão de microrganismos e o posterior desenvol virnento da 

placa dental. Ela é formada pela adsorção seletiva de componentes 

salivares e séricos ao mineral do esmalte que é principalmente a 

hidroxiapatita. Sua espessura e composição variam de acordo com 

sua localização e tempo de deposição, podendo ter de poucos 

micrometros até lOgro {MECKEL, 1965) 

A superfície mineral do dente é anfótera, onde os vários 

grupos que fazem parte da hidroxiapatita estão arranjados com os 

grupos fosfatos e átomos de cálcio expostos na superfície, então 

proteinas ácidas e básicas podem se adsorver, sendo que 

proteínas ácidas podem se ligar ao fosfato e proteínas básicas ao 

cálcio (BERNARDI & KAWASAKI, 1968). 

os componentes salivares que se adsorvem seletivamente 

incluem proteínas ricas em prolina, tirosina, e histidina e 

mucínas salivares grupo sanguíneas reativas (GIBBONS & van HOUTE 1 

1980)~ Lisozima, IgA, IgG, albumina, amilase e glicosiltransferase 
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são encontradas 

componentes são 

FEJERSKOV, 1986). 

(ÕSTAVIK & KRAUS, 1973). 

glicoproteinas fosforiladas 

Seus principais 

(THYLSTRUP & 

Bactérias também podem adsorver a hidroxiapatita (HILLMAN et 

al~ 1970), mas em vivo isto é pouco significativo porque o mineral 

do esmalte esta quase sempre coberto por componentes salivares 

adsorvídos. A adsorção das primeiras moléculas da pelicula aderida 

na superficie do esmalte é instantânea, sendo que poucos segundos 

após uma limpeza rigorosa, o esmalte começa a ser recoberto. 

A adesão bacteriana ao dente quase sempre envolverá 

interações entre componentes da superficie do microrganismo e 

componentes da película adquirida (GIBBONS & van HOUTE, 1980). 

Importantes funções tem sido atribuídas a pelicula, incluindo 

a inibição da precipitação de fosfato de cálcio da saliva (MORENO 

et alfl 1979 ; AOBA et al, 1984), proteção da superficie dental dos 

produtos bacterianos, redução da fricção entre os dentes e 

modulação da colonização bacteriana que seletivamente vão 

colonizando as superficies orais (GIBBONS & ETHERDEM, 1982) e 

ainda pode servir como substrato para a metabolização das 

bactérias aderidas (ARMSTRONG & HAYWARD, 1968) e reserva íons 

protetores como por exemplo, o flúor, cálcio e fosfato (SONJU, 

1986). 

2.3 - ADERÊNCIA BACTERIANA 

Vários estudos sobre aderência bacteriana estabeleceram que a 

adesão de bactérias à célula animal é uma interação especifica 
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entre macromoléculas na superfície bacteriana com estruturas 

complementares na superfície da célula animal (BEACHEY, 1981; 

GIBBONS, 1977; JONES, 1977) ~ Os termos adesina e receptor são 

usados para descrever as moléculas correspondentes na superfície 

bacteriana e na célula animal respectivamente 

Com excessão do grupo A e B de streptococos e talvez alguns 

cocos gram positivos, interações entre carboidratos e lectinas 

foram encontradas como sendo um dos mecanismos moleculares através 

dos quais as bactérias se aderem à superfície celular. Estas 

bactérias expressam em sua superfície proteínas, como lectinas, 

que se ligam a carboidratos e servem de adesinas ligando o 

microrganismo no glicoconjugado correspondente da célula animal 

(OFEK & PERRY, 1985). 

Existem evidências que estas interações entre lectínas e 

carboidratos possam ocorrer de tres modos: (a) lectinas da 

superficie bacteriana se ligam ã carboidratos na célula animal, 

(b) lectinas extracelulares formam pontes entre carboidratos na 

superfície das células animal e bacteríana, (c) lectinas 

integrantes da membrana celular ligariam-se à carboidratos na 

superficie da bactéria (OFEK & PERRY, 1985). 

Estas interações também ocorrem entre as bactérias e a 

película adquirida na superficie dental sendo este um dos 

mecanismos envolvidos no processo de colonização bacteriana na 

placa. 
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2,4 - PLACA BACTERIANA 

Colonização sobre ou na proximidade da superfície dental é 

conhecida como placa dental, esta placa não é uma entidade 

simples, mas sim uma massa bacteriana organizada onde bactérias 

especificas iniciam a colonização e através de um processo de 

sucessão bacteriana ocorre a formação da placa madura. 

Existem vários tipos de placas que podem ser caracterizados 

de diversos modos, por exemplo, pela localização 1 pela composição 

microbiana, sua atividade metabólica, e seu potencial patogênico 

(FITZGERALD, 1968)~ Uma característica comum a todas placas 

microbianas é sua capacidade de aderir no seu substrato e isto a 

distingui de matéria alba que é um acúmulo frouxo de bactérias, 

restos de células e resíduos alimentares (RUTTER, 1979}. 

Embora as placas sejam constituídas principalmente de 

microrganismos, elas também contém produtos microbianos, 

proteínas da saliva e do fluido gengival e lectinas entre outros 

produtos da dieta {FITZGERALD, 1985)9 As placas existem nos dentes 

como um ecossistema coesivo, onde a produção ou não de doenças no 

seu sítio de formação depende não somente do tipo de microrganismo 

presente, mas também de como este ecossistema funciona como 

unidade. 

Na cavidade oral a adesão dos microrganismos a superfície 

dental é um requisito básico para a formação da placa {ROGERS, 

1979) ~ Existem vários mecanismos especificas e não específicos 

pelos quais as bactérias podem se aderir ao dente, ou mais 

propriamente à camada orgânica que recobre os dentes. Entretanto, 
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um microrganismo na cavidade oral precisa primeiro ficar próximo o 

suficiente do substrato para estes mecanismos começarem a operar 

(FITZGERALD, 1985). 

Microrganismos presentes em grande número na saliva 

apresentam uma vantagem estatistica em fazer o contato inicial • 

Uma vez que este contato inicial é feito, o organismo com 

mecanismos mais eficientes vão apresentar novamente vantagens, e 

aqueles que elaborarem adesivos extracelulares terão sua adesão 

aumentada (ROGERS, 1979). 

Como resultado da 

microrganismos dentro da 

multiplicação e 

cavidade oral e o 

desprendimento de 

ingresso de outros 

organismos de fontes externas, existe um inacabável suprimento de 

colonizadores em potencial, que irão participar da formação da 

placa de vários modos, incluindo: adesão de novos organismos à 

sities ainda não ocupados, ou à sítios não mascarados pelas 

interações dos colonizadores primários com o substrato, adesão à 

receptores em microrganismos já aderidos ou à materiais 

extracelulares produzidos pelos colonizadores 

lectinas de fontes exógenas ligadas nestes, 

pioneiros ou via 

assim 

multiplicação das colonias primárias ou secundárias 

al, 1980). 

corno pela 

(MORHART et 

A composição da comunidade clímax depende da multiplicidade 

dos meio ambientes disponíveis e interações intermicrobianas dos 

primeiros colonizadores, esta composição microbiana pode ainda 

variar quantitativamente e qualitativamente num mesmo sitio. Um 

fato interesante na formação da placa é a velocidade do processo, 

com poucos minutos um dente recém irrompído ou profissionalmente 
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limpo, adquire uma película orgânica em que as bactérias 

prontamente se aderem. Em poucas horas outros organismos se aderem 

e os colonizadores primários se multiplicam, no final do dia a 

superfície dental esta cheia de bactérias e em poucos dias a placa 

madura se estabelece (FITZGERALD, 1985}. 

A aderência bacteriana envolve mecanismos físico-químicos 

específicos e é influenciada não apenas pela interação entre as 

estruturas da superfície das bactérias e as superfícies 

colonizáveis, mas também pela atividade da saliva como líquido em 

suspenção. 

As superfícies dos dentes e das bactérias possuem cargas 

se repelem 1 mas forças elétricas negativas portanto 

eletrodinâmicas ou de van der 

elas 

Wall exercem atração com maior 

íntencidade que as forças eletroestáticas repulsivas. As forças 

atrativas e repulsivas irão fornecer uma separação da bactéria a 

distâncias especificas da superfície dentária, e agora podem ser 

como as pontes de 

mecanismos altamente 

estabelecida outras 

hidrogênio, formação 

forças atrativas, 

de pares iônicos 

tais 

e 

especificas como interação entre adesinas e 

película (MERGENHAGEM et al, 1987). No caso 

glicoproteinas da 

dos Streptococcus 

mutans ocorre a liberação da enzima Glicosiltransferase com 

produção de a1,3-glucan. Este 

produzido por algumas bactérias 

polissacarideo extracelular 

quando da metabolização de 

sacarose irá facilitar a adesão destas bactérias na superfície 

dental. 

A importância fundamental da fase inicial do processo de 

adesão na formação da placa, faz com que se pense em controlar as 
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doenças mediadas pelas placas por bloqueios seletivos desse 

processo, deste modo agentes ou procedimento que bloqueiam ou 

destruam multiplos sítios recptores na superfície da película 

orgânica do dente, ou que previna a deposição microbiana pode ter 

grande utilidade cllnica [FITZGERALD, 1985). 

2.5 - OVOMUCÓIDE 

Ovomucóide é uma proteína presente na clara de ovo, que 

apresenta a propriedade de inibir a atividade enzimática de 

tripsina e quimotripsina (STEVENS & FEENEY, 1963; FEENEY et al, 

1966). Esta glicoproteina é estável ao calor e não é precipitada 

pelo ácido tricloroacético perto do seu ponto isolelétrico, sendo 

esta propriedade utilizada para sua purificação (LINEWEAVER & 

MURRAY, 194 7) ~ Seus componentes apresentam uma variação no ponto 

isoelétrico de um pH de menos que 3, 8 a um pH de 4, 4 (BEELEY & 

JEVONS, 1965). 

Ovomucóide é uma glicoproteina neutra, que na proporção 

relativa entre as frações glícidica e proteica apresenta poucos 

grupos glicídios por moléculas e uma cadeia peptidica simples com 

baixo teor de o:-helix (WHITAKER, 1963). Apresenta peso molecular 

de aproximadamente 28.000 D (WHITAKER, 1963) e composição 

eletroforética heterogênica (BEELEY & JEVONS, 1965; FEENEY et al, 

1967) • 

A composição de carboidratos do ovomucóide da clara de ovo de 

galinha pode ser dada apenas como uma media (MONTREUIL et al_. 

1965): n-galactose, o-manose, 4,3 a 4, 7% 
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N-acetil-hexosaminas (galactosaminas e glicosaminas), 12,5 a 

15,4% e ácido siálico (n-acetilneuraminico), 0,4 a 4% com um total 

de hexoses de 6 a 9%. Segundo Villela et al (1976) o teor de 

N-acetilglicosamina pode chegar a 17,5% e a soma dos constituintes 

glicidicos a 25,2%. 

Estas unidades glicídicas formam um ou mais oligossacarídios 

ligados covalemente, à cadeia proteica (VILLELA et al.. 1976). A 

composição do ovomucóide de outras aves apresentam uma composição 

um pouco diferente (STEVENS & FEENEY, 1963)~ É possível que 

variações biológicas devido a individualidades, idade da ave e o 

processo de envelhecimento que ocorre depois da sua formação, 

alterem a constituição do ovomucóide (VILLELA et al~ 1976). 
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3.1 -MATERIAIS 

Sementes de Phaseolus vulgaris L, variedade Goiano precoce, 

foram cedidas pelo Instituto Agronômico de Campinas. Germe de 

trigo crú (Macroforma) foi comprado no comércio local, assim como 

os ovos que utilizamos na purificação do ovomuc6ide. Os reagentes 

utilizados foram de grau analitico. 

3.2 -PURIFICAÇãO DO OVOMUCÓIDE 

Ovomucóide foi purificado basicamente segundo uma metodologia 

proposta por Lineweaver & Murray em 1947, onde na clara de ovo foi 

adicionado lentamente um volume de solução ácido tricloroacético

acetona, na proporção de um volume de solução aquosa de ácido 

tricloroacético o, 5M para dois volumes da acetona. Este 

procedimento foi feito sob agitação constante, durante 20 minutos, 

e esta a mistura filtrada em filtro Melita, por 18 horas a 4 0 C. 

o íníbidor foi precipitado pela adição de dois volumes de 

acetona ao filtrado, este precipitado foi recolhido por filtração 

em filtro Melita e dissolvido em água num volume equivalente a 0,1 

do volume do filtrado, o pH foi ajustado em 4, 5 e visando a 

remoção do ácido tricloroacético o material dializado, em sacos de 

diálise (Sigma 2,50-7U), contra 10 volumes de água, por 24 horas a 

4
0
C. Após a diálise o ovomucõide foi novamente precipitado,do 

dializado, com acetona e seco a temperatura ambiente. 
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3.3 - PREPARAÇãO DA COLUNA 

Este iníbidor foi submetido a uma série de procedimentos com 

o objetivo de transforma-lo nn:rn gel insolúvel e estável, onde sua 

fração glicidica esteja exposta, permitindo seu reconhecimento por 

lectinas com afinidade por oligossacarídeos principalmente 

N-acetil glicosamina. 

a) insolubilização - a glicoproteina foi insolubilizada numa 

solução a 20% em Tris-HCl O,lM; pH 8,9 em banho de água fervente 

por 20 minutos, o gel resultante foi lavado 3 vezes com água 

destilada por centrifugação a 2.000 g, por 5 minutos. O material 

foi desidratado com acetona, triturado e peneirado e foram 

utilizadas apenas particulas entre 50 e 100 micrômetros. 

b) desialização - a remoção do ácido siálico (derivados do 

ácido neuramínico) foi feita por tratamento do gel com ácido 

sulfúrico 0,05N por 1 hora a 90 0 C. 

c) fixação o material foi fixado numa solução de 

glutaraldeido a 1% por 10 minutos 1 lavado 3 vezes por 

centrifugação com àgua e fez-se uma inativação dos radicais 

aldeídos com uma solução de Glicina-HCl 0,02M {pH 2,8) a 4 0 C por 

12 horas, a seguir, foi novamente lavado 3 vezes com água. 

d) desialização - o mesmo procedimento foi realizado ou seja 

tratamento com ácido sulfúrico O,OSN por 1 hora a 90oC" Este 

ovomuc6ide foi lavado com água e equilibrado com uma solução 

salina de NaCl o ,15M, em tampão fosfato O, 0 1M, pH 7,2; contendo 

o,Ol% de azida s6dica (solução de PBSt que 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 e aclopada a uma bomba de fluxo continuo 

com o fluxo ajustado para 0,2 ml por minuto. Para determinação da 

capacidade da coluna foram utilizados 250 mg de ovomucóide 

insolubilizado que ocupavam 1 ml em uma seringa de vidro de 3 ml, 

que foi saturada com o extrato (Thaseolus), até o eluato 

apresentar a mesma concentração proteica da solução aplicada. 

3.4 - PREPARAÇãO DOS EXTRATOS BRUTOS {EBs) 

Os tegumentos e os eixos embrionários da semente de feijão 

foram removidas manualmente e os cotilédones triturados em 

liquidificador por 2 minutos em potência máxima, com uma solução 

de PBS, na proporção de 1 grama de semente (peso úmido) para 10 ml 

do tampão. Este material foi centrifugado a 15.000 g, por 30 

minutos a 4 0 C, o sobrenadante (designado EBF) foi submetido a 

dosagem proteica pelo método de Lowry et al~ (1951) e conservado a 

-4 0 C até seu uso~ 

Na preparação do extrato bruto de germe de trigo (EBGt) 

utilizamos a proporção de 1 grama da farinha para 3 ml do tampão 

(PBS} ~ Este material foi homogeneizado em liquidificador por 2 

minutos, sendo a seguir centrifugado a 15.000 g, por 15 minutos a 

4
0

C. O sobrenadante foi aquecido por 15 minutos a 56 0 C, resfriado 

a 4
0

C e centrifugado como acima descrito. Este sobrenadante foi 

filtrado através de um tecido de linho para remoção da camada de 

gordura. os outros procedimentos foram semelhantes ao utilizado 
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para o EB de feijão. 

3. 5 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS ATRAVÉS DE 

CRO!U.TOGRAFIA DE AFINIDADE 

3.5.1 -APLICAÇãO DO EXTRATO 

Os EBs de feijão e germe de trigo foram fracionados em 1 ml 

da coluna descrita em 3. 3., que continha 250 mg de ovomucóide 

insolubilizado. Os eluatos da aplicação que não ficaram aderidos e 

ainda não apresentavam hemaglutinação quando testados com uma 

solução de hemácias a 5%, foram designados Eluatos da gplicaçãQ 

feiiãQ ~ germe de trigo. 

Após a saturação da coluna as proteínas que não reconheceram 

e não se ligaram aos resíduos de oligossacarideos presentes na 

coluna foram eluídas da coluna com solução de PBS, esta lavagem 

foi realizada até, o eluato submetido a leitura a 280 nm, não mais 

apresentar-proteína ou atividade hemaglutinante quando submetido a 

testes de hemaglutinação. 

3.5.2 - ELUIÇãO DAS PROTEÍNAS ADERIDAS À COLUNA 

Para a eluição das lectinas de germe de trigo (Triticum 

vulgaris) utilizamos tampão formato O,OSM; pH 3,0. Foram coletadas 

alíquotas de 2 ml que foram submetidas a 

espectrofotômetro (Beckman DV 65) ~ 

leitura a 280 

As alíquotas 

nm em 

mais 

significativas, com densidade optica superior . 2, foram reunidas 
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em sacos de diálise e díalizadas contra solução salina o, 15M, 

contendo o, 01% de azida sódica, na proporção de 1 ml da solução 

para 10 ml de salina, por 24 horas, sob agitação constante a 4
0

C
1 

com 3 trocas de salina. Esta fração denominada lectina de germe de 

trigg foi conservada a -4 0 C até seu uso. 

Na eluição da lectina de feijão utilizamos três sistemas de 

eluições distintos. Uma eluição foi realizada com tampão formato 

O, 05M; pH 3, O, com as alíquotas de lml submetidas a dosagem 

proteica pelo método de Lowry, em algumas destas eluições foram 

coletadas alíquotas de 2ml e realizada a sua leitura a 280 nm. A 

lectina obtida foi denominada lectina de feijãg eluição formato. e 

foi mantida congelada até sua utilização. 

Em outra técnica para eluição total da lectina de 

utilizamos o tampão tetraborato de sódio 250mM; pH 8,0. 

fração lectina de feijãg eluiçãQ tetraborato recebeu o 

tratamento das outras frações. 

feijão 

Esta 

mesmo 

Visando a separação da isolectina L4, que é mitogênica para 

linfócitos, utilizamos uma eluição com tampão tetraborato l5mM; pH 

8 1 0~ Fração esta denominada isolectina L4. 

Uma parte destas lectinas eluidas, lectina de 

lectina de germe de trigo, foram fervidas em banho 

feijão e 

de água 

fervente por 30 minutos, sendo estas frações denominadas lectina 

de f~~jãQ fervida e lectina de germe de trigo fervida. 

3,6 - DOSAGEM DE PROTEÍNAS 

A concentração de proteínas foi determinada a 280 nm, com as 
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lectinas isoladas apresentando uma leitura de 10 para uma solução 

a 1% (RÃSÃNEN, 1973}. Também foi feita a dosagem pelo método de 

Lowry et al (1951). 

3.7- SALIVA 

A de saliva de cinco individuas foi coletada sem 

estímulo, em banho de gelo. A seguir centrifugada a 10.000 g, 

durante 15 minutos, a 4 0 C. Esta saliva foi concentrada por 

liofilização e o teor de proteinas foi dosado pelo método de 

Lowry, uma parte desta saliva foi fervida por 30 minutos e 

denominada saliva fervida. 

3.8 - SORO E SANGUE HUMANO 

Foram utilizados um pool de soro e sangue (A, B e O) de lO 

doadores do Banco de Sangue da Santa Casa de Misericórdia de 

Piracicaba. Foi dosado o teor proteico do soro e mantido a l0 0 C 

até seu uso. As hemácias foram lavadas com PBS 3 vezes, por 

centrifugação e ressuspensas na concentração de 2% em PBS. 

3.9 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 

As frações proteicas dos extratos de feijão e germe de trigo 

(EBf e EBGt) e as respectivas lectinas que foram purificadas 

(lectína total de feijão eluição formato e tetraborato, isolectína 

L4 e lectina de germe de trigo}, foram submetidas à eletroforese 

e:m gel de poliacrilamida em condíções ácidas , não desnaturante 
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(REISFELD et al, 1962), sendo o gel separador a 7,5% e usando 

Beta-alanina-ácido acético 0,35M; pH 4,5; como tampão de migração. 

A corrente aplicada foi de 20 mA por uma hora e 50 mA por cinco 

horas, o corante usado foi Comassie Blue a o, 05% e descorante 

ácido acético 7%. 

3.10- ELETROFORESE EM AGAROSE 

As eletroforeses foram realizada em placas de eletroforese em 

agarose (CELM} onde foram aplicadas llll das amostras. A corrida 

foi feita à temperatura ambiente, durante uma hora em cuba 

eletroforética CORNING, usando 24 mA por placa e tampão barbital 

O,OSM pH 8,6. Após a corrida, as placas foram coradas em Comassie 

Blue 0,05% em metanol (7), ácido acético (25) e água (68), por 

duas horas. O excesso de corante foi retirado com a mesma solução 

sem o Comassie Blue. Todos os procedimentos de coloração foram 

realizados desta forma . 

3.11- DUPLA DIFUSãO EM GEL DE AGAROSE 

Em lâminas de microscopia, foram colocados 3,5 ml de agarose 

a 1% preparada em PBS, nos orifícios foram aplicados 20J.Ll dos 

reagentes. A difusão ocorreu em câmara úmida por 24 horas, à 

temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas em solução salina 

isotônica, NaCl a 0,15M, contendo 0,01% de azida sódica, por 24 

horas, com agitação constante. Em seguida colocadas na estufa a 

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

descoradas. 
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4 - RESULTADOS 

4 .1 - FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS ATRAVÉS DE 

CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE. 

4~1.1 - Fracionamento do extrato de feijão. 

O padrão de eluição das proteínas do EB de feijão, aderidas a 

coluna e que foram eluidas com tampão formato o, 05M; pH 3, o é 

mostrada na figura 1, onde se tem a dosagem proteica pelo método 

de Lowry das amostras de 1 ml eluidas~ As alíquotas do 2 0 ao 12 0 

ml foram as que apresentaram maior teor de proteinas e 

hemaglutinação positiva quando testada com um pool de hemácias a 

2%, o pico da eluição foi no 5 0 ml. 

A eluição das protelnas aderidas com tampão tetraborato de 

sódio 250 mM; pH 8 está expressa na figura 2 com as frações 

eluidas de 2ml submetidas a leitura em 280 nm. Os eluatos que 

apresentaram maior leitura e hemaglutinação positiva foram do 4 0 

ao 14 0 , com o pico de eluição no 9 0 eluato. Para eluição da 

isolectina L4 foi utilizado tampão tetraborato de sódio 15 mM; pH 

8, um perfil desta eluição é mostrado na figura 3, onde se pode 

observar que a maior concentração está entre o 5 0 e 18 0 eluatos e 

a 8 0 alíquota apresenta a maior leitura. 
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FI GURA 1 - Perfil de eluic ão de lectina de feijão ( 1 ml d e 

~ o l una com 250 mg de ovomucóide), dosagem de proteinas pelo Lowry, 

~liquotas de 1 ml, eluição tampão formato 0,05M pH 3,0. 
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FIGURA 2 - Perfil de eluição de lectina de feijão (lml de 

:oluna com 250 mg de ovomucóide) , aliquotas de 2 ml eluidas com 

:ampão Tetraborato de sódio 250 mM pH 8 , 0; leitura a 280 nm. 

35 



4.1.2 FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO DE GERME DE 

:'RIGO. 

A figura 4 representa o perfil de eluição das proteínas do 

!Xtrato bruto de germe de trigo que se aderiram a coluna. Nela 

>bservamos que as aliquotas de 2 ml eluidas com tampão formato 

l,05M; pH 3,0 que apresentaram uma maior concentração de proteínas 

!Stão entre o 2 0 e 11 0 eluato, o pico da eluição ocorreu no 4o 

~luato. Com relação a hemaglutinação estas aliquota s apresentaram 

tglutinação positiva. 

4.2 - DETERMINAÇãO DA CAPACIDADE DA COLUNA 

A capacidade da coluna para isolar lectina de Phaseolus 

·ulgaris quando a dosagem de proteínas foi feita pelo método de 

,owry a capacidade de purificação da coluna foi de 9, 585 mg de 

.ecti na por ml de gel da coluna utilizado e quando a dosagem 

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

le lectina por ml de coluna. 

36 



FIGURA 3 - Perfil de elui ção da Isolectina L4 (1 ml de coluna 

:om 250 mg de ovomucóide) , aliquotas de 2ml eluidas com tampão 

:etraborato 15 mM pH 8 , 0 ; leitura a 280 nm. 
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FIGURA 4 - Perfil de e l uição da lectina de germe de tri go 

lml de coluna com 250 mg de ovomucóide) , aliquotas de 2 ml 

:luidas com tampão formato, leitura a 280 nm. 
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4 . 3 - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 

A análise da eletroforese em gel de agarose do ovomucóide 

>reparado segundo Lineweaver (figura 5) revela a presença de duas 

>andas de proteinas com migração anódica comparativamente a clara 

le ovo é constituida por seis bandas de proteinas, uma de migração 

~atódica e cinco de migração anódica. 

A figura 6 mostra uma eletroforese corrida em agarose, o 

!Xtrato bruto de feijão apresenta como pelo menos duas faixas de 

>roteinas com migração anódica, a fração eluato formato (lectina 

le feijão) é composta de apenas uma banda proteica de migração 

módica e comparativamente a fração eluato PBS contem uma banda 

tnódica distinta da apresentada pela lectina de feijão. 

FIGURA 5 - Eletroforese em placa de Agarose . 

A - clara de ovo 

B - ovomucóide 

o - Ponto de aplicação/ +. Anodo/ -.catodo 

39 



FIGURA 6 - Eletroforese em placa de Agarose . 

A - Extrato Bruto de feijão 

B - Lect. de feijão (eluato formato) 

C - Eluato da aplicaç ão 

O - EB de feijão 

o - Ponto de aplicação/ +.Anodo/ -. catodo 
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Na figura 7 observamos o comportamento do EB de feijão e das 

)roteinas eluidas com tampão tetraborato de sódio 15mM; pH 8, o 

(isolectina L4), notamos apenas uma banda proteica que é distinta 

ia apresentada pela eluição com formato. Os padrões apresentados 

1a figura 8 mostram bandas proteicas de migração anódica distintas 

~ntre 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 feijão, eluato formato 

( lectina de feijão) e eluato tetraborato 15mM ( isolectina L4) é 

nostrado na figura 9, nela observamos que a fração proteica do 

~xtrato bruto é heterogênea e constituida de pelo menos 11 bandas 

)roteicas , neste gel houve a presença de uma banda muito intensa 

~om Rm 0,02 e um outro grupo de cinco bandas com Rms entre 0,21 e 

),27 foram também proeminentes na fração correspondente ao EB. Das 

~inco bandas observadas na fração proteica lectina de feijão, as 

:luas menos móveis (Rins 0,21 e 0,22) foram mais intensas que as 

)Utr as (Rins 0,23, 0,25 e 0,27). Apenas uma banda com Rm 0,21 foi 

~ncontrada na fração isolectina L4. 
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FIGURA 7 - Eletroforese em placa de Agarose. 

A - Extrato Bruto de feijão 

B - Lect. de feijão (eluato formato) 

c - Isolectina L4 (tetraborato 15 mM) 

O - Pto de aplicação 1 +. Anodo/ -. catodo 

42 



FIGURA 8 - Eletroforese em placa de Agarose. 

A/E - Extrato de feijão 

B - Eluato da aplicação 

C - Lectina de feijão 

D - Isolectina L4 

O - Pto de aplicação/ + . Anodo/ - Catodo 
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Na figura 10 temos uma eletroforese em condições ácidas do 

~xtrato de feijão e dos eluatos tetraborato 250mM ( lectina de 

:eijão), tetraborato 15mM (isolectina L4) e eluato formato. Esta 

:igura inclui uma fotografia do gel na qual podem ser vistas 10 

)andas, sendo uma banda mais intensa com Rm 0.3, cinco bandas com 

~s entre 0.28 e 0.41 e ainda mais quatro bandas (Rms 0 . 57, 0.61, 

>. 77 e o. 8) . As frações correspondentes as lectina de feijão 

~luições formato e tetraborato apresentam uma faixa proteica 

:omposta de cinco componentes proteicos(Rms entre 0.28 e 0.41 ). A 

Lsolectina L4 aparece como uma banda proteica muito intensa com Rm 

) . 28. 

Neste gel ácido, fizemos também a corrida do extrato bruto de 

Jerme de trigo e da respectiva lectina purificada. o padrão do EB 

~ formado por diferentes bandas proteicas com maior ou menor 

1obilidade eletroforética, na fotografia estas bandas não aparecem 

>erfeitamente separadas umas das outras. A lectina purificada se 

tpresenta uma faixa proteica difusa com Rms entre 0.19 e 0.42. 
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FIGURA 9 - Eletroforese em gel de Poliacrilamida em condições 

~cidas. * Diagrama do gel mostrando as mobilidades relativas 

(Rm) das bandas proteicas. 

A - Isolectina L4 (eluato tetraborato) 

B Extrato de feijão 

C - Lectina de Feijão (eluato formato) 
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FIGURA 10 - Eletroforese em gel de Poliacrilamida em 

:ondições ácidas. * Diagrama do gel mostrando as mobilidades 

~elativas (Rm) das bandas proteicas. 

A - Extrato de feijão 

B - Lect. de feijão (tetraborato) 

c - Isolectina L4 

D - Lectina de feijão (formato) 

E - Extrato bruto de germe de trigo 

F - Lectina de germe de trigo 

46 



4.5 - REAÇãO DE DUPLA DIFUSãO EM GEL DE AGAROSE 

Uma linha de precipitação foi encontrada ao colocar para 

::-eagir saliva, com EB de feijão e com lectina de feijão como 

nostra a figura 11, onde também se observa linha de precipitação 

~ntre EB de feijão e lectina de feijão com soro humano.de 

Jroteinas. 

FIGURA 11 - Reação de dupla difusão em gel de Agarose. 

1 - Extrato bruto de feij ã o . 

2 - Lectina de feijão. 

3 - Saliva. 

4 - Soro . 

Na figura 12 mostramos as linhas de precipitações formadas 

Jelas interações 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 DIFUSãO EM AGAROSE . 

1/3 - Extrato de germe de trigo. 

2/4 - Lectina de germe de trigo . 

5 - Saliva . 

6 - Soro. 

Quando foi utilizado as frações lectinas de feijão e germe de 

~igo fervidas contra saliva e soro continuamos a notar linha de 

~ecipitação, como observamos na figura 13 . Assim como esta linha 

~ precipitação é formada pela difusão de lect ina de fe i jão e de 

~rme de trigo e isolectina L4 contra saliva fervida (figura 14). 

Por dupla difusão encontramos reação de precipitação de 

~oteinas e ntre isolect ina L4 com saliva e com soro (figura 15) . 
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FIGURA 13 - Reação de dupla difusão. 

1 - Lectina de feijão fervida 

2 - Lectina de germe de trigo fervida 

3 - Saliva 

4 - Soro 

FIGURA 14 - Reação de dupla difusão . 

1 - Lectina de feij ão 

2 - Lectina de germe de trigo 

3 - Isolectina L4 

5 - Saliva fervida 
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FIGURA 15 - Reação de dupla difusão. 

1 - Isolectina L4 

2 - Saliva 

3 - Soro 
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5 - DISCUSSãO 

Os resultados aqui apresentados sugerem que cromatografia de 

afinidade tendo ovomucóide como substrato pode ser utilizada para 

purificação de algumas lectinas que apresentem afinidade por uma 

estrutura oligossacaridica, o que está de acordo com trabalhos 

prévios (Lutsik, 1984 e Freier et al, 1985). No presente trabalho 

descrevemos uma técnica onde transformamos o ovomucóide em um gel 

insolúvel e estável e o utilizamos para o isolamento de lectinas 

de Phaseolus vulgaris L. e Germe de trigo. 

Lutsik purificou lectina de germe de trigo a partir do 

tratamento da clara de ovo com glutaraldeido a 1%, naquele tra 

balho ele também sugere ser possivel a purificação de outras 

lectinas, mas não relata a capacidade da coluna. 

Freir e colaboradores utilizaram uma coluna com ovomucóide 

ligado quimicamente com Sepharose 4B 1 para a purificação de 

algumas lectinas entre elas a de Phaseolus vulgaris, sendo a 

capacidade desta coluna de 7 mgjml. Nas condições aqui propostas, 

quando o teor de proteínas foi determinado pelo método de Lowry a 

coluna foi capaz de reter 9,5 mg de lectina por ml de gel 

deposita do na coluna e quando a dosagem proteica foi baseada na 

absorbância a 280 nm foi de 8, 2 mgfml. Estes valores são 

superiores aos relatados por Freier~ 

A eluição da lectina de feijão foi possível coro a utilização 

dos dois sistemas propostos, tampão formato 0,05M; pH 3,0 que é 

um eluente universal devido a alteração no pH levar a separação da 
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lectina, retida na colunae com tampão tetraborato de sódio 250 mM; 

pH 8, O que eluí ao interagir com carboidratos e competir com as 

lectinas pelos oligossacarideos da coluna. A capacidade da coluna 

foi semelhante nas duas técnicas de eluições utilizadas, assim 

como as frações obtidas apresentaram o mesmo perfil 

eletroforétíco~ 

A eluição da isolectina L4 com tampão tetraborato 15mM; pH 

s,o esta de acordo com a realizada por Fleischmann et al (1985). 

No caso da lectina de germe de trigo 

tampão formato também foi efetiva, 

a eluição 

para as 

realizada com 

lectinas que 

conseguimos isolar, não houve a necessidade da utilização de 

açúcares específicos para a realização das eluições, o que 

facilitou este procedimento. 

No perfil eletroforético do ovomucóide que foi 

segundo Lineweaver (1947) notamos a presença de duas 

purificado 

bandas de 

migração anódica, a banda de maior mobilidade eletroforética não 

apresenta correspondência na eletroforese da clara de ovo podendo 

assim se tratar de proteina desnaturada ou ainda uma proteina que 

foi concentrada durante os procedimentos realizados para a 

purificação do ovomucóide. Isto esta de acordo com Tomimatsu et al 

(:1966} que relata a presença de um outro inibidor enzimático, 

ovoinhibitor, como impureza no ovomucóide preparado por 

Lineweaver, sendo que este outro inibidor apresenta uma mobilidade 

eletroforética maior que a do ovomucóide. 

As curvas e as dosagens proteicas das eluicões apresentadas 

quando das cromatografias tanto para a purificação de lectina de 

feíjão com formato ou tetraborato nas concentrações preconizadas 
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{15 e 250 mM) são compatíveis com o processo uma vez que no começo 

da eluição obtivemos uma baixa concentração proteica, aparecendo a 

seguir uma região de pico e ao final os eluatos apresentam níveis 

minimos de proteinas. Este fato foi verdadeiro também para a 

cromatografia do EB de germe de trigo. 

Nas eletroforeses em agarose notamos a presença de faixas 

proteicas distintas entre as frações que não aderiram ã coluna 

(eluato da aplicação) e lectinas eluidas, demon§. trando que as 

proteínas não aderidas à coluna são diferentes daquelas que 

reconhecem os resíduos oligossacaridicos presentes na coluna. 

Apenas uma banda proteica aparece na fração correspondente a 

isolectina L4, apresentando mobilidade eletroforética ligeiramnte 

maior que a da lectina total~ 

o fato destas lectinas se aderirem à coluna revela a 

afinidade das lectinas de feijão e germe de trigo pelas frações 

gl.icidicas do ovomucóide, isto é coerente com os dados da 

literatura que dizem ser oligossacarideos os inibidores 

especificas das lectinas de feijão (Freier et al, 1985) e germe de 

trigo, nesta última principalmente N-acetil glicosamina (Allen et 

al, 1973 ; Mirth et al, 1979}. 

o método proposto para o fracionamento do EB de Tríticum 

vulgaris, permitiu a obtenção de uma faixa proteica, eluida com 

tampão formato, quando analisada através de eletroforese em gel de 

poliacrilamida em condições ácidas. Esta fração submetida a dupla 

difusão em gel de agarose, formou linha de precipitação, tanto com 

saliva como também com soro. Isto confirma trabalhos prévios 

(Gibbons & Dankers, 1981 e Mirth et al, 1979) que relatam a 
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interação desta lectina com glicoproteinas salivares. 

As lectinas de feijão eluidas com tampão formato e tampão 

tetraborato 250mM se comportaram na eletroforese em gel de 

poliacrilamida em pH ácido como uma faixa proteica formada por 

cinco bandas, correspondentes as suas isolectinas. Trabalhos 

anteriores encontraram este padrão para a lectina de feijão 

(Felsted et al, 1975 . 
' Ochoa e Kristiansen, 1978 

' 
Carvalho, 

1981). 

Na fração correspondente ao eluato tetraborato 15mM, 

isolectina L4, aparece apenas uma banda proteica com a menor 

mobilidade eletroforética comparativamente às isolectinas 

presentes na fração lectina total, Leavitt et al em 1977, também 

encontraram este perfil eletroforético para esta ísolectina. 

A interação de lectinas de origem vegetal e glícoproteinas 

salivares e séricas tem sido demonstrada por vários autores 

(Paulino da Costa, 1989 . • Moral, 1993 . 
' Mirth et al, 1979 . 

' 
Gibbons & Dankers, 1981). 

No caso da lectina de Phaseolus vulgaris, Glad e Borrebaeck 

em 1984, pesquisando estas interações encontraram a f in idades com 

várias glicoproteinas séricas, entre elas IgA. A ísolectina L4 

também apresentou linha de precipitação com a IgA séríca naquele 

experimento. 

Nas condições do experimento realizado, encontramos uma linha 

de precipitação entre as lectinas eluidas com os tampões formato e 

tetraborato 15 e 250 mM e saliva assim como com soro humano. Esta 

interação também foi positiva quando foi utilizado saliva fervida, 

demonstrando que ela não ocorre pela presença de anticorpos 
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anti-lectínas na saliva. 

Por dupla difusão demonstramos a ocorrência de linha de 

precipitação de saliva e soro com as lectinas de feijão e germe de 

trigo, mesmo quando estas ültimas passaram por um processo de 

fervura, o que concorda com trabalhos prévios, onde se demonstrou 

que estas lectinas são altamente estáveis, sendo a lectina de 

germe de trigo resistente ao processo de autoclavagem (Nachbar & 

Oppenhein, 1980} e a digestão por enzimas digestivas (Brady et al, 

1978) ~ Dados semelhantes foram encontrados com lectína de 

Phaseolus vulgaris (Pusztai & Grant, 1980). 
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6 - RESUMO 

Lectinas são proteínas ou glicoproteínas capazes de ligação 

reversível a carboidratos e compostos contendo açúcares e de 

aglutinar células ou glicoconjugados sem induzir mudanças guimicas 

nos mesmos. Estão presentes em plantas, bactérias, fungos, virus, 

algumas células de mamíferos e outras fontes naturais. São úteis 

em estudos de superfície celular, imunohistoquimica de condições 

normais e patológicas e estão envolvidas no mecanismo de adesão 

bacteriana. 

Uma propriedade importante nas lectinas de Phaseolus vulgaris 

é a estimulação da proliferação de linfócitos e esta propriedade 

prevalece na isolectina rica em subunidade L (L4). A lectina de 

germe de trigo aglutina preferencialmente célula tumorais, reage e 

neutraliza aglutininas não imunes presentes na saliva e aglutinam 

S. mutans. 

Neste trabalho desenvolvemos uma técnica de cromatografia de 

afinidade 1 para o 

especificidade por 

isolamento de lectinas que apresentem 

Para isto uma estrutura oligossacaridica~ 

transformamos uma proteina rica em oligossacárideos, o ovomucóide, 

em um gel insolüvel e estável e o depositamos numa coluna. 

Com esta técnica foi possivel o isolamento purificação das 

lectina de germe de trigo, lectina de Phaseolus e sua isolectina 

L4 Após eluidas da coluna estas proteínas 

eletroforeses em gel de poliacrilamida e 

demonstraram sua pureza. 
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Com finalidade de estudar as possíveis interações entre estas 

lectinas purificadas e glicoproteinas salivares, realizamos dupla 

difusão em gel de agarose 1 onde encontramos precipitações 

proteicas entre as lectinas testadas e as glicoproteinas salivares 

e séricas~ 
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7 - SUM!IARY 

Isolation of lectin of beans and wheat germ and theirs 

precipitations with salivary and serum glycoproteins. 

Lectins are proteins ar glycoproteins capable of reversible 

línking to carbohydrate and sugars compounds, and o f celular or 

glycoconjugated aglutination without inducing chemistry changes. 

They are present in plants, bacteria, fungus, vírus, some 

mammaliam cells and others nature sources. They are useful on the 

study of celular surface, imunohistochemistry of 

pathologycal condition, studies of stimulation of 

proliferation and are involved in bacteria adherence. 

normal and 

lymphocyte 

One important property of Phaseolus vulgaris lectins is 

lymphocyte proliferation and this property dominate in the 

is:olectin rích in L subunit {L4). Lectin of wheat germ causes 

tumor cell aglutination, react and neutralize aglutinins of non 

imune origin that are present in saliva and promete S. mutans 

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 

columm. 

With this technique lectin isolation of wheat germ and 

Phaseolus vulgaris and L4 isolectin was possible. After eluted 

from the ovomucoid columm, these proteins were submited to 
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polyacrylamide gel, and agarose electrophoresis, and demonstrated 

being pure~ 

To study the possible interaction of these lectins with 

salivary and serum glycoproteins, we used double dífusion on 

agarase gel, and we found precipitations. 
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8 - CONCLUSÃO 

A análise dos resultados deste trabalho permitiu serem 

formuladas as seguintes conclusões: 

capaz de 

mitogênica 

possível o 

1 - A técnica de cromatografia de afinidade proposta foi 

isolar lectína de Phaseolus vulgaris e a isolectina 

para linfócitos L4 e os dados ainda sugerem ser 

isolamento de lectina de germe de trigo. 

2 - As lectinas de Phaseolus e Triticum~ assim como a 

isolectina L4 reconhecem glicoproteínas salivares e séricas. 

3 As lectinas de Phaseolus e Triticum fervidas 

reagiram com glicoproteinas salivares. 
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