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RESUMO

¥oi realizado um estudo inicial de extragac, fracionamento e recu-

o

peracao das proteinas e da atividade hemaglutinante de sementes de
feijdo Rosinha G2 {(Phaseolus vulgaris}. O extrato brute foi obtido
em NaCl 0,3M, e as proteinas foram fracionadas por diferenga de s0
iubilidade em meios de baixa forga idnica, apds didlise por 36 ho-
ras contra agua destilada. A atividade mostrou malor tendéncia em
concentrar-se na fragaoc soluvel {(ALB), contudo, uma atividade espe
cifica hemaglutinante quatro vezes menor fol detectada na  fragao
insolvel (GLB). Eletroforeticamente, estas fragoes nao se mostra-
ram completamente distintas e guando foram fracionadas pelo tama -
nho molecular de seus constituintes, por cromatografia em Sephadex
G-200, a atividade hemaglutinante apresentou-se, aproximadamente,

em uma mesma faixa de peso molecular.

A hemaglutinina do feijao Rosinha G2 foi purificada por uma sequen
cia de etapas envolvendo cromatografia de afinidade em Conh-Sepha-
rose e coromatografia em gel de Sephadex G-200. A analise eletrofo-
rética, em géis de poliacrilamida, a pH 8,4, da preparagac obtida
na primeira etapa da purificagao, componente CII-Af, indicou gue
a atividade hemaglutinante & devida & presencga de, pelc menos, trés
grupos de glicoproteinas. A prepara¢ac obtida na Ultima etapa de

purificacao, componente CII-8, apresentou-se coOmo uma manda larga

D

densa, sendo o perfil interpretado como um fendmeno de agregagan

]
y

tre os constituintes da preparacio hemaglutinante final. Quando
este material fol analisado por eletrofocalizagac em gel de polia -
crilamida revelou gue a atividade hemaglutinante & devida ao compo
nente de ponto iscelétrico na faixa de pH de 5,5 - 5,7, sendo con-
raminado, principalmente, por um componente de ponto isoelétrico

em pH = 4,7, gque nac apresentou atividade hemaglutinante.
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roi observado que 08 eritrdcitos bovineos, tripsinizados, guando

tratados com solugoes de hemaglutinina, nmostravam afinidade por su

perficies de acetato de celulose. Esta afinidade fol interpretada
5

como inter §5es inespecificas, devidas a forcas de natureza polar,
ponsabilizadas pela agregagao observada no conm

ina purificada, CII-B, teve sua composi
ando-se deficiente em aminoa-

acos) mas rica em  Acido aspartico (11,64%) e

a
lou-se uma qlicsﬂrcteimaf contendo 8, 30% de
3

Por cromatografia em gel,
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apresentou um raio mole-

iy
cular de Sitokes de 434 e um peso nolecular de 136.0600. O raio mole
)

cular foi utilizado para o cilculo de sua constante de difusao,

PR 2 -1 . - ~ . - .

5,0 om~.s . Por ultracentrifugacac em gradiente de densidade, fol
ediment o

i acac, 6,98 e ulou~s
5 mb.g i, pela eqaagéo de Sved-
- infinita, Estes dados foram utilizados pa-
ra estimar-se o comportamento hidrodinamico da hemaglutinina, pela
determinagac de seu guociente friccional, f/fo = 1,3, Este valor
indica gue a proteina pode assumir combinagoes de hidratagao e as-
simetria dentro dos seguintes limites: 0,%g de Agua por grama de
proteina e a/b = 6, s2 o modelo de um elipsbide prolato for esco -
Inido.

as propriedades quimicas e fisico-guimicas, determinadas para a he-

maglutinina do feijao Rosinha G2, mostraram (ue & gemelhante em
muitos aspectos fundamentais a cutras hemaglutininas purificadas,
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The present is a preliminary study on some physicochemical proper

-

ties of the bean (Phaseolus vyl

b

v ca

garie, variety "Rosinha G2°© DI o
teins such as solubllity, electrophoretic mobility, molaecular
weight distributions and hemagglutinating activity. The crude 8x:
tract was prepared by extracting the flour with a 0.5M NaCl solu
tion. The proteins were fractionated using their differences in so
ubility as the ionic strength was lowered by means of dialysi:
against distilled water for 36 hours,:Most of the Themagglutinatin
activity was found in the soluble fraction {(albumins}. Some activ
ity was detected in the insoluble fraction (globulins), which wa
four times lower than that found in the albumins. However, 1t wWa
shown electrophoretically that the hemagglutinating components wer
similar in both fractions. When the protein constituents were sep
arated on the bases of their molecular size, the hemagglutinatin
activity was found approximately on the same range of molecula
welghts.

The hemagglutinin prepared from this bean was obtained by a se
guence of steps invelving affinity chromatography on ConA-Sepharo
se and gel chromatography on Sephadex G-200. The agglutinating pre
paration obtained by affinity chromatography, component CII~-Af, wa

a

shown by polyacrylamied-gel electrophoresis to be composed of;,

least, three groups of active glycoproteins. Under the same condi
tions, the preparation obtained at the last step of purification

omponent CII-f, gave a broad bhand, which was interpreted to be th
result of aggregation. The gel-electrofccusing  pa
terial showed that the hemagglutinating activity was associate

r
with the component S&Qa”ateg in the pH range of 5.5-5.7. Other Iin



active components were also present, particularly at pH4.7.

Tt was noted during the hemagglutinating activity tests that the
ervthrocytes after treatment with hemagglutinin solutions adhered
o the 1lulose acetate surfaces. Thig affinity was probably due

cific interactions occuring between groups of polar nature,

uld be responsible for the aggregation of the constituents

ied hemagglutinin was characterized as a glycoprotein, con
0% of neutral sugars (as mannoese)! and 2.12% of hexosamine
2}. It was shown to be deficient in sulfur - contain-

ids {traces) but rich in aspartic acid (11.64%} and

The hemagaglutinin revealed a Stokes radius of 43% and a moleculary

weight of 136,000, as obtained by gel chromatographyv. The molecular

A

radius was used to calculate the approximate value of the diffusion

constant, 20,w = 5.0 % 1Gm§cm2,5_l, The sedimentation coeficient
which was determined in a linear sucrose density was 6.9S. These
parameters were substituted in the Svedberg eguation to determine
its partial specific volume, ¥ = 0.75 miagml,

The hydrodynamic behavior of the hemagglutinin was estimated by the

caiculation of its frictional ratio, f/fo = 1.3. This valus indicat
ed that the protein had a maximum hydration of 0.9 g of water per
gram of protein and a maximum axial ratio, a/b = 6 1if a prolate

ellipsoid of revolution was chosen as the model.

The chemical and physicochemical properties of the hemagglutinin’
prepared from the bean "Rosinha G2" were similar in many fundamen-
tal aspects to other hemagglutinins obtained from the seeds of

different varieties of Phaseolus vulgaris.
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combinagdc com carboidratos. Sua interagac com  0S
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ibuida & combinacdo com glicopeptidecs receptores
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a8 paredes celulares, gue resulta, macroscoplcamente, na

3

lutinagao das células. Foram identificadas nos fins do século

!
}-AJ

e

¥, e desde entao, tém auxiliado o homem no esclarecimento de mui
=

tog fendmenos da natureza.

A descoberta das primeiras toxinas vegetais, por Stillmark, =)
1888, levou Brlich a imunizar ratos com pequenas injegdes subcuta-
neas de hemaglutininas, o gue se constituiu na base experimental
para gue, mais tarde, propusesse a teoria da formagao de anticor-

pos, um dos mais fundamentais conceltos da Imunclogia.

A presenga destas toxinas em sementes comestiveis & conphecida des-

de 1908, guande foram identificadas em Phaseclus vulgaris £ OUtras

leguminosas. Contudo, o seu verdadeiro papel na determinacgao do va

lor nutritivo de sementes & ainda controvertido. Atribui-se o efel

£o tdxice a suas interagoes COm & MUcosa intestinal, gque resultam
™M

em uma interferéncia inespecifica na assimilacac de nutrientes.

As lectinas nao despertam interesse apenas por seu efeito toxico.
A especificidade de certas hemaglutininas para diferentes eritrdci
tos humanos, tem possibilitado sua utilizagao na detecgao de grupos
sanguineos em estudos antropoldgicos e clinicos. Foi fundamental o©
seu papel no esclarecimento das bases estruturais da classificacgao
sanguinea e, também, se constituem em excelentes modelos nog estu-

dos da reacao de antigeno=-anticorpo.

A sua utilizac@o na separagao de leucdcitos, pela aglutinagao das

nemacias, levou Nowel, em 1960, a descobrir gue estas glicoprotei-



nas podiam induzir linfdcitos humanos a sofrerem divisac mitdtica,
in vitro. Esta observacac foi de inegavel contribuigac, pois tem
awdliado a melhor compreensao deancrmalidades cromossomicas envolvidas

am doen 1L as humanas.

JA ze demonstrou gue certas lectinas aglutinam, D

i

T

ro, células
de tumores e, in vive, 3a fol possivel inibir-se tumores, induzi-
dos em animais de laboratdrio. Estas propriedades sac de enorme in
teresse, particularmente, para agueles clentistas envolvidos no &5

rudo do cancer.

Pesquisas recentes parecem indicar gque as hemaglutininas sao deter

minantes na selegac de linhagens infectivas de bactérias fixado-
ras de nitr@neniongue vivem em simbiocose com legumincosas. Estas
chservacoes nac se constituem apenas em valiocsa cont tribuigac para
a2 pesquisa agrondmica, mas sao também de natural importancia taxi-
némica.

Diversas hipbSteses 34 foram propostas para explicar a fungao das
hemaglutininas na natureza. Para muitas ainda nao existem comprova
cSes experimentais, e talvez nao seja tao aparente a relagao de
suas propriedades quimicas e biolbgicas, observadas inm vitro, COm
seu verdadeiro papel nos animais e vegetais. Procurando uma melhor
compreensao dos fendmenos envolvidos em suas diferentes atividades,
trem-se procurado conhecer mais detalhadamente as estruturas e pro-

priedades destas glicoproteinas.

i

s hemaglutininas purificadas de diferentes variedades de

Tt
ol
0
tr‘
( XY
st
Wt

HE VU

w

yaris parecem ter caracteristicas guimicas e fisico-

L
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nicas sem
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lhantes. Acredita-se que sio formadas de combinagoes
de duas subunidades diferentes, em cinco proteinas tetraméricas pos
siveis. Uma destas subunidades seria responsavel pela atividade

ritroaglutinante e a outra pela atividade mitdtica em lin nfdcitos.
Assim, a combinagao de ambas, em uma tnica forma protomérica, per

mitiria a existéncia das duas atividades em uma Gnica estrutura.

Contudo, j& se demonstrou gue varias lectinas de P. vulga

rig dife-
rem em seu conteldo de carhoidratos, em suas constantes fisico-gul
micas e mesmo em suas propriedades bioldgicas. Valores na faixa de
90.000 - 150.000 sic normalmente atribuldos aos pesos moleculares

destas hemaglutininas. Ja fol comprovada a existéncia de varieda-



ot

des nic mitogénicas e demonstrou~se que mals de cinco formas proto
méricas podem estar presentes, mesmo nestas variedades. Ainda que
variabilidade possa ser atribuida a fatores genéticos, os di-

a
ferentes métodos de isclamento e critérios de pureza devem contri-
L

ipais objetivos deste trabalho foram purificar uma ou mais

3
A
aglutinantes de uma variedade brasileira de feijao e es-

#h
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udar suas propriedades guimicas e figico-guinmicas.



Qoorréncia

O estudo das hemaglutininas, ou lectinas, iniciocu-se em 1888, guan
do Stillmark identificou, em sementes de mamona (Ricinus comunis),
uma fragao protéica capaz de aglutinar as c8lulas vermelhas do san
gue do homem e de animais. Esta fragao, denominada Ricina, mostrou
~s@ extremamente tdxica, levando outros pesguisadores da &poca 3
identificarem o fendmeno da hemaglutinacac em inGmeros vegetais. A

presenga das entac denominadas fito-hemaglutininas em sementes de

plantas utilizadas para fins alimenticios, como por exenplo
Phaseolus vuigaris e outras leguminocsas, foil constatada poT
Landsteiner & Raubltitschek, em 1808, ambora nenhum efeito toxico
tivesse sido observado naguela Epoca,

Revisces cobrindc o periodo de 1888-1969 ( 3,14,47) citam gue as
sementes de plantas das familias Zegumincseae e Euphorbigezas
zao as principais fontes de hemaglutininas na natureza. Podem, Con
tudo, ccorrer em outros Orgaos de vegetals, como em tubdrculo de

osum} {117, germe de trigo (Triticum vulgaris

s
(2 ), folhas e raizes de luguminosas (12,714).

E

lus ”uiga?zg, sequndo Saint-Paul (97), sac encontradas co
mo material de reserva nas sementes, mas podem ocorrer transitoria
mente nas [olhas de plantas jovens. Susplugas & Coulet (108 acredi
tam gue as hemaglutininas %ac sintetizadas nas folhas sem se acumy

rem al, sendo transportadas e estocadas nos cotilédones. Como

}-J

afirmam Pusztai & Stewart (g6}, as hemaglutininas podem ser encon-
tradas associadas a membranas de organelas intracelulares, como mi

tocondrias e corpos protéicos.



Nos animais, foram identificadas em glandulas de alguns moluscos &
hemolinfa de invertebrados (51); em ovas de peixes teledsteos =
até em cidos hepiticos de aves e mamiferos {79).

emente por Renkonem, em 1948 (81} e Bovd & Reguer
(15y. O termo "lectina’ {do latim, legere = eleger, esc oiner), pro
posto por Boyd & Shapleigh {273 efere-se a esta propriedade; en-

¥
tretanto, adquiriu uma aplicagac mais gengrica sendo utilizado em

b
[ R
o
fu

substituicac a "fito-hemagliuti ¥o presente trabalho os ter-

mos “hemaglutininas”™ e "lectinas™ foram empregados indistintamente.

Na literatura existe uma rendéncia em se distinguir hemaglutininas

"egpecificas” e "nic-especificas”. Sdo ditas especificas aguelas
gue aglutinam seletivamente eritrbcitos de um determinado gIupo
sanguineo humano, ou, formam precipitades com antigenos solivels
do grupo correspondente (I6). As nemaglutininas nao especificas
aglutinam eritrécitos de todos 08 grupos sanguineos e se consti-

tuem na maioria das hemaglutininas conhecidas. Esta distingac, to-

i

davia, deve merscer certa critica, pois obscurece o fato das hema-
glutininas ditas "nic-especificas” mostrarem diferengas marc antes
em sua afinidade por eritrdeitos de diferentes espécies, COmo

ohzervaran Landsteinsar & Raubitachek em 1908 {57} .

Morgan & Watkins, em 1953 (782} investigando as bases guimicas da
nea t

clagsificagao sanguls obse

“w;

rvaram gue a atividade hemaglutinan
de lectinas "especificas” podia ser inibida por deterninados monos
sacarideos. Assim, lectinas anti-H perdiam sua atividade em presen
ca de a-L-fucose enguanto lectinas anti-A eram inibidas nory
samina. A lectina ante(A+B) de Claupurnia aurea,
ctose, torna-se especifica para células do ti

po A, indicando a inibigac do sitio R-especifico.

¥

s40 "nao-especificas’ &

5!’5

__'z wa, 1 N
lug vuigart
-

nao podem ser inibidas por um finico aglhcar na faixa de concentra-

cdo normalmente empregada para inibir outras lectinas (13}. Rorn-
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£21d & Xornfeld (&54), isclaram de membrana

- i e T U S P 14 e 2T Amr . T i 14
se. estio envelvidos na interagac do glicopeptided cOh © sitio 1i-

i
de fetruina, transferina e tircglobulina causam tambem con-

Além dos eritrdcitos, as hemaglutininas podem interaglr com outras
o m 7

ng, Nowell, em 1960 {7

}g demonstrou gue a hema-

(P, vulgaris) podia transformar

Tm 1063, Aub 2@ al. { §) observaram g

i a
B 2 riram gue ambos O proces
magao de tumoeres e tripsinizagac, tornariam disponivels gl

peptidess presentes nas celulas normalis de uma forma occulta & gue
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ticaram gue aests glicoper

nais de N-acetilgalactosamina. A adi

Sob o aspecto toxicoldogico as hemaglutininas despertan interasse
no campo da Nutrigio, pols sac encontradas na maioria das sementes
stilizadas como fonte protéica por grande parte da populagac mun-

dial, particularmente as menos desenvolvidas (67,62y. O seu papel na

s
o
m
~
E_J -
=
(i
)

do valor nutritivo de sementes © bastante controverti
o

ou gue as hemaglutininas sa nijeta-

r
ritonealmente 42,74) ou se inclul
t

{1
b
o
O
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5 ude, Turner EHT I
vendo seletivamente a hemaglutinina da soja por cromatogralla de

afinidade, mostraram gue o extrato livre de hemaglutininas produ-
1

zia essencialmente & mesma inibigac do crescimentc dos ratos  ad
o

adso Pusztal & Palmer

o

Por outr

mostraram gue O extrato de sementes de

livre de nemaglutininas nac era toOxi-
s

rados com distas de

significativa ugdo na absorgdo de nutrientes e <nm viire uma di-
minuicio de 50% na velocidade de absorgao de glicose pela  parede
intestinal, guando ratos foram alimentados com preparacgoes agluti-
rantes obtidas de “"Caraotas negras” (F. vulgaris). Com base nestas
evidénoias, propuseram que as hemaglutininas devem interagir Com
as células de parede intestinal, causando uma interferencia naoc
especifica na absorgaoc de nutrientes.

car a fungao das hemaglu
ri




12

riam estar
ico de infecgdo de bactérias do géne

demonstra-

a ltinhagens
a a gualguer
reagac com linhagens encontradas nos nddulos radiculares de outras

ns lectinas sao geralmente glicoproteinas e encontram-se nos teci-
u

as a outros materialis prot@icos, tornando muito difi-
ccao por métodos puramente quimices. A metodologia pa-
i seia-se em suas propriedades guimicas e bio-
sobre as células sanguineas, a interagac com car

hoidratos ou a toxicidade a animais de laboratdrio.

A interacao entre MO s da hemaglutinina com carboidratos
presentes na trécitos assemelha-se & reagac de
antigeno-anticorpo (/5,73) ndo extremamente especifica, muitas
veres ac nivel de reconhecer isOmeros anoméricos (£2). Para a sua



prograessi-
ixas de he-

vigsualmen-

terminagac visual, metodos gualitativos e semi-

aglutinacac pode ser observada macroscoplcamente
{

em tubos de ensaio (49) ou placas de aglutinagac (74),. cu em 1lanmi-~
nas, sendoc © aglutinado observado microscopicamente (53). O titulo
nemaglutinante & geralmente definidc como o inverso da malor ﬁglui
cac onde ocorreu aglutinagac visivel ou a guantidade em microgra -
ma de proteina presente nesta diluigac. A atividade especifica Lg
maglutinante & expressa como © titulo por miligrama de protelina.

Estes

métodos nac permitem a detecgao de peguenas variagoes na ati
P

vidade & apresentam problemas nea reprodutibilidade dos resultados

b 1 B
entretanto sac relativamente simples e rapidos exigindo paguena
gquantidade de material.

7%
i

cao fotométrica, desenvolvido por Liener (i

<?J M

= a
baseia-se na medida da guantidade de c&lulas nao sedimentadas apds

a hemaglutinacaoc. Sac utilizadas hemBoias de coelho, tripsinizadas,
ragac na suspensac utilizada no teste & convenientemen

tzda, de modo gue o0s tubos controle registrem 0,5 de absor~
2 s medidas sac feitas utilizando-se adapt é@”@ﬁ
specials para os tubos de ensalo, contendo uma abertura de Lcm .
rmite gue ¢ feixe luminoso atravesse a camada intermediiria
suspensac. Uma unidade de hemaglutinagac (HU) foi definida arbi
trariamente como a guantidade de material regquerida para causar um
decréscimo de 50% na absorbancia em relagac aos tubos controle. A
atividade especifica hemaglutinante € expressa em HU/mg de protei-
a. Este método embora mais precisoc exige egquipamento especial =

grandes guantidades de material, nao sendo utilizado em muitos la-
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inibidor & definida como a guantidade de inibidor necessa-

$ de inibicac ou a guantidade minima reqguerida
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Saseando-se na capacidade da Concanavalina A precipitar

& i

ridecs, Sc & Goldstein 01} estabeleceram um método para a sua de-

8
terminagdo. A lectina foi precipitada pela reagao com uma dextrana,

determinando-se © nitrogénic do precipitado pela reagcao com nini

S5

drina. O mesmo procedimentc, entretanto, ndc seria viidvel precipi-
rando-se a hemaglutinina com eritrbecitos intactos, uma vez que a

quantidade de nitrogénio da hemaglutinina seria uma fragac tao

3
%
!

quena do nitreogenio das hemacias que seria mascarado pelo erro ex-
cerimental do métode. Poderia ser utilizado com certa preclsad BuUs

te da hemaglobina seria elliminado |

ertas lectinas estimularem a conversao de 1infdci
lasticas pode ser estimada pela contagem, em mi-
; {77y ou pela ve

rporagac de precursores marcados nas moléculas de

tretanto, o aumento na sintese dos Acidos nucléi-

&

nt
aduz +todas as alteracOes morfolbgicas gue wcorrem
) £

, sendo aconselhavel

B

utilizagao dos dois meto

O efeito tdxico das hemaglutininas pode ser medido por injegac in-
traperitoneal ou pela sua incorporacgac em dietas. Para os testes
de toxicidade parenteral define-se uma unidade de toxidez em fun-
cao da DLcye @ guantidade em miligrama de nitrogénio por qullogra-

~s0, gue injetada intraperitonealmente em ratos de 55 a 659,
produz morte em 50% dos animals em 3 dias {59). Nos testes de toxi

ral, hemaglutininas semi-purificadas sao adicionadas a ra-
is

contendo 10% de proteina (3§), sendoc © ensaio realizad

{:..z
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Taolamento @

Devido as suas diferente
lizadas em estudos de dive
a sua obtengao, em forma elmente homogéneas {17,389} . Contu-~
do, sua purifica@é@ agreseni1 problemas nao comumente encontrados
inas, As hemaglutininas sac consti -
tuidas de maiti@iag formas (64,86), estruturalmente muito semelhan

tes, gue podem sofrer complexas reagdes de associagac e dissocia-

cao, dificultando a purificagac e a interpretacac dos resulta-
dos (85,70,838).

Entre os métodos mais recomendados para © seu isolamento, estaoc
agueles gue utilizam a cromatografia de afinidade {69,10}. Heg—
tas técnicas, gque poderiam ser classificadas como cromatografia de
deslocamento, tira-se proveito da capacidade das hemaglutininas
ligarem-se eggeciiica e reversivelmente a aglcares. As vantagens
que normalmente sdo atribuldas & creomatografia de afinidade sao de

permitir © isolamento em poucas etapas, proporcionando conseguente
mente altos rendimentos, e por ser uma técnica branda nao causar

efeitos drasticos sobre o3 componentes isolados {(24).

Matsumoto & Osawa (§9) descreveram o isolamento de varias hemaglu-
rininas por cromatografia de afinidade, utilizando aglcares inibi-

dores imobilizados em suporte de amido. Para a purificagac da hema

glutinina de Phasecius vulgaris, foram utilizados glicopeptideos
obtidos de tiroglobulina ligados covalentemente 3 particulas de

Sepharose 4B (Pharmacia), sendo o material retido deslocadc pela
eluicdo de tampao acido. Rigas et al. (93), utilizaram a Concanavali
na & ligada covalentemente a particulas de Agarose (Glycosylex-3,
Miles), enguanto Bessler & Goldstein (70) recomendaram a utilizagao
de ConA-Sepharose (Pharmacia), gue emprega a Concanavalina A liga-
da covalentemente a particulas de Sepharose 4B. O deslocamento do
waterial retido em ambos o5 casos foi feitc pela eluigao de solu-
cdo de a-metil-D-manopiranosideo, gue & um potente inibidor da ati

vidade da Concanavalina A,

s hemaglutininas de Phaseolus vulgaris
grupcs, de acordo ocom sua especliici-
r

entes animais, tendo sido demonsira-
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do diferengas no sortaments oromatogralfico, em DEAE~celulose,
destas hemaglutininas (47, Ja foram purificadas e caractervizadas

mais sstudada & a de "Red
chservacoes de Nowel, em

a lectina podia induzir linfdocitos humancos a so-

5
risao mitdtica in vitre, Rigas & Osgood, em 1955 (55}, de

todos de ?WflflCﬁ%aQ; baseados em preci
e
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ido a precipitacac com sulfato de ambnio foi realizada
b £

Fm 1964, Nordmen et of. (75) Observaram gue a P~PHA podia, em maiores

concentrag¢oes aglutinar também leucbcitos. Os autores tentaram se-
parar as atividades por m&todos fisico-guimicos de separagaoc, como
DEAE-celulosse & CM-celulose, nac chtends sucesso, Entretanto, atra
vés de estudos sorcldgicos, consistindo na adsorcao da P-PHA com

euchcoltos, estes autores propuseram a existéncia de
as. Uma eritroaglutinante (E-PHA), que podia também

eucbeitos, formando aglutinados mist&sf e uma leucoaglu
inante {(L-PHA). A atividade mitltica estaria presente em ambas as

formas devido a sua propriedade leuccaglutinante.

Também em 1904, Rigas & Johnson {94} tentaram separar as ativida-
des por cromatografia em estroma de eritrdeitos, DEAE - celulose e
Sephadex G-200. Nao fol possivel chegar-se a conclustes definiti -
vas quanto a natureza do fator mitogenico, contudo os resultados
cromatografia em estroma de eritrdcitos sugeriram a existénci

de mais de uma substancia mitogénica, pessuindo uma delas, também

atividade eritreaglutinante. A hemaglutinina mostrou-se homogenea

b
!

»
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ltracentrifugacac, apresentando um coeficlente de

= L

sedimentacao de 6,58. Seu comportamento eletroforetico foi estuda-
do em gel de poliacrilamida indicando gue a preparagac era homogé-
ne sendo constituida de uma banda larga e densa. A lectlina apre-
sentou um peso molecular de 128,000, calculado a partir dos dados
de equilibrio de sedimentagao. Sua constante de difusac

{ng o 4.8 % Eu_?cmﬁbmlé foi calculada a partir da egquagao de
S”e’éerf substituindo-se os demals termos pelos valores determina-
dos experimentalmente. A hemaglutinina apresentou um ponto isoelé-

trico em pH 6,5. An&lises quimicaa indicaram gue era deficiente em
o, sendo rica em &acido aspartico, arginina,

i encontrada como o LUnico aminodcido

e oavpbs 1969, foi gue Weber (112}, purificou e carac
terizon a leucoaglutinina. Weber et zl. {112} apresentam procedi-
mentos para a purificagac de ambas as lectinas, L-PHA e E-PHA =

. 0 L f 3 - ® ey
diso suas propriedades fisico-quimicas. o

o para a separacgac das duas formas ol a cromatogra

o3
e
?—‘
e}
o
m
P
s

£ a E-~Sephadex C=-50 (Pharmacial. A L~PHA foi
eluida em pH 6,0, enguanto a E-PHA foi eluida em pH B,0. Em estu-
dos de equilibrio de sedimentagao em meio de Guanidina-BCLl 5,8M en
controu~se gue ambas as glicoproteinas apresentavam estruturas te-

i peso molecular de 305600 - 310006,
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contrariando os resultados de Rigas & Head (32), gue afirmaran sey
de 8 subunidades. Embora a L-PHA mostrasse homogs
z ceic de uréia 8M e revelasse ser cons
ia de um Lnico tipoe de subunidade , a E-PHA mostrou ser um
licoproteinas de mais de um tipo de subunidade
hante a subunidade da L-PHA, gue lhe conferia

lsuccaglutinante.

) estudando o comportamento eletroforético da

p-pHA afirmaram gue a "regiac” biocloglcamente ativa era composta
de 5 bandas de proteinas. Aquelas mais &dicas constituiam a
1,-PHA & as mais catddicas a E-PHA. Posteriormente, em 1975, © mes-
mo grupe (71) propbs a estrutura molecular da P-PHA como sendo for
mada de cinco glicoproteinas compostas de combinagoes de subunida-
des L e E de modo a serem possivels as formas: iég 3321, L,;2§
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Em 1975, Felsted ¢t al., {33} nfirmaram, através de estudos eletro
“ticos, a existéncia das cinco glicoproteipas de mobilidades ele

=
rrofeoreticas muito gréximas. Conflrmou-se zambém gue a eritroativi

A estrutura protomérica proposta por Yachnin € seu grupo (71,116}
para a P-PHA fol confirmada pela medida das atividades relativas
das isol tudos de recombinagbes in vitro das subni-

sentou tamb&m uma baixa, porem men-

infbcitos a sofrerem divisac mitdti

A estrutura primi3ria das subunidades L e E fol investigado sled o
Miller ¢ ol. (77). A seguéncia N-terminal e C-terminal fol deter-
mirada mostrando peguenas variagoes para as duas subunidades. Y
porgao de carboldratos de ambas as moléculas parece sSer a Mesma,
consistindo em dois residucs de glicosamina e sels ou sete resi-

duocs de manose, O primeiro residuo de glicosamina encontra-se liga
do ac Acido aspirtico (posicao 12) na forma de le«ﬁmasyaztami«

do (2-acetamido) -1, 2-dideoxi~B~D~glicose. Os acglcares constituintes

]

ﬂm
:
w0

da P-PHA estio de acordo com os resultados de Rasinen et al. )
gque demonstraram sSer manose e glicosamina 08 Gnicos agucares cong-
-

cituintes da leuccaglutinina cristalizada do "Red kidney bean”.

Menor nlmero de trabalhos sao encontrados na literatura a respelito

O isgliamnentt e O

aracterizacac de hemaglutininas de ocutras varieda
. Jaffé & Gaed, em 1959 (45), por meio de extra

NMaCl 1% e precipitacdes com sulfatc de amdnic em

s hemaglutinantes do "Black bean”

havia observado Rigas & Qsgood (§5) par
o "Red kidnev bean”, mostrou-se extremamente toxica, sendo denomi-
nada Phaseclotoxina 4. A segunda fragaeo fol precipitada entre 70 e
160% de saturacgao, e embora apresentasse a mesma ats ividade hemagliy
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tinante, nao produzia o mesmo efeito tdxico (40}). Postoriormentse
Jaffe & Hanning (46) purificaram e caracterizaram a Phaseciotoxina A
como sendo homogeénesa, por eletroforese de fluxo livre em oH 8,6,

tendo um peso molecular de 128,000, um coeficiente de $%§émﬁﬂﬁ&§éﬁ
a

.

& 5,95 e um ponto isoslét
icu~se uma glicoprot=ina
separados por cromatografia em

o
seus principals aglcarss, contendo ainda fucese, xilose e galacto-

itracentrifugacao confirmaram a ﬁam@ggnezdad@

andc um coeficiente de sedimentacao da
5,378 e um peso molecular de 132,000, Bua constante de difusao
apnm i 2 -1 . . s = -
Dog o ™ 3,7 ®x 10 "omTs 7)) foi calculada a partir da eguagac de
?

svedberg, substituindo~se os parametros determinados experimental-
mente., A hemaglutinina apresentou um ponto iscoelétrico em pH 5,5 e
a andlise de sua constituicdoc de aminoicidos mostrou deficiéncia

em aminodcidos sulfurados e predominincia de Zcido aspartico e se-
rina. Sua constituigao de carboidratos foi determinada por cromatg
grafia gascsa, a partir de derivados de alditcl, =mendo mangse &
glicose seus principais aglicares, contendo ainda arabincse, galac-
toge, fucose, xilose e glicosamina, sendo o amlﬁoa@uaar determina-

do em analisador de aminofcidos.

Fm 1973, Sela et al. (28) cobtiveram a mesma hemaglutinina pelo mes

mo procedimento e utilizando cromatografia em hidroxiapatita, con-

seguiram fracioni~la em trés componentes, doils deles biclogicamen-
te ativos. A anilise de aminocfcidos dos componentes nao mostrou di
ferencas significativas. Continham o mesmo teor de aglcares neu-
tros & o mesmo pesc molecular {125.000 z 5.000) e eram formados de
subunidades de pesc molecular de 30,000, indicando para ambo uma
estrutura tetramérica. Ambos compon
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também observado gue causavam aglutinacao de células mamaria
nimico dimetilnitrosamina. Con-

5 extremamente bhalilxas,

o]
transformadas com o carcindgenc 4
e e da ordem de 0,2-0,5ug/mi, eram su-
8

para aglutinar as células transformadas, Qﬁq%ﬁﬂt@ gue

células normais do mesmo tecido. Uma destas fzagéas foi testada
in vitro £ mostrou-se capaz de inibir o desenvolvimento de tumores
em animais de laboratdrio. As reagdes de aglutinacao puderam ser
inibidas enm presenga de fetuina, contudo, nenhum dos varios mo-

=

E=S
nossacaridecs te I.0ug/ml mostraram efeito

inibitbrio.

Estao representadas no guadro I, algumas propriedades de hemagluti
51 i

icadas, de diferentes variedades de
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Amostyas

Foram utilizadas sementes de feijac Rosinha G2 (Ph

ageolus vulgaris L.},
obtidas do Instituto Agrondmico de Campinas, SP. As amostras fo-
ram moidas em moinhos de martelo, e trituradas em almofariz até

passar em peneiras de 70 mesh.

As amostras de sangue bovino, obtidas do Instituto de Zootsonia da
Secretaria de Agricultura, Nova Cdessa, 5P, foram recebidasg em an-
ricoagulante {citrato d& s6dic 3,85%), sendo armazenadas por duas
semanas em solugac de Alsever, preparada comne descorlto por Olivel-

ra & Silva {(78}.
Reagentes

Os reagentes utilizados eram puros (p.a.} e de diferentes procedé

cias: Baker, Fisher, Merck, Carlo Erba, Sigma, Ortec, LEKB, sic.

Instrumental

Axém dos utensilios de usc comum em laboratdrioc como vidraria, es
rufas, dessecadores, banhos termestatizados, agitadores magnéticos,
etc., 03 principais instrumentcos utilizados foram:

Destiladores de Nitrogénio LAB CON CO.

Espectrofotdémetros Perkin-Elmer Mod. 356 e Mod. 402,

]

fuga Sorvall Mod., RCZ-B
g

.

L

rifuga Preparativa Beckman Mod, L5-7¢

&



Pl
Lo

Potencidtmetro Metrohm Herisav Mod. ES00

Coletor Automatico de angées LEB Ultrorac 7.000
Licofilizador Virtis Mod. 10-146 MR-BA

Analisador Semi-automatico de Amincacidos Beckman Mod. 120 C
Balanga Analitica Sauter Mod. 414/10

Balanca Semi-analitica Sauter Mod. SD 1.000 T

onte de Alta Voltagem Ortec

fv

Determinacac de Protein

[N
i

de nitrogeénio foi determinada pelo método
( € ), procedimento 2.23. O teor de protei-
)} fol expresso por 100g de amostra.

™

A concentragac de proteina fol determinada pela reagas do Biureto,
segundo o metodo descrito por Villela et «l. (I117). As amostras fo-
ram reagidas com solucac alcalina de cupritartarato de sbdico, me-
dindo-se a cor viclacea do complexe formado a 540nm,. Foram descon-
tadas as absorbincias de brancos do reagente e das diferentes amos
tras em igual volume de NaOH 1,5%. A absortividade do produto colo

rido foi calculada em fungao de albumina de soro bovino (Sigma).

localizacgao das proteinas eluldas das diferentes colunas cromato

A
graficas, foi feita por medida da absorbéncia a 280nm, em cubetas de

}....A

<.

Aliguotas de sangue bovino foram centrifugadas a 500xg por 5 minu-

-

os para se eliminar o plasma. As hemacias cbtidas foram lavadas

3 vezes com solucac salina tamponada (Tampao Fosfato 0,01M pH 7,0

0

ontendo 0,15M de NaCl) e resuspensas a 4% {(v/v) em solugac conten
do 0,1% de tripsina bovina. Apds incubagaoc por 1 hora a S?OCE a
suspensaoc fol centrifugada, descartando-se o sobrenadante. O sedi-
mento foi lavado 3 vezes com solugao salina a QQC, resuspendendo -

~-se¢ no final a 4% de células (v/v).

Soiugées das protelinas em estudo, contendo lmg/ml foram seguenclal



T

mente diluidas, obtendo-se 10-~12 diluicOes. Volumes de §,5mi de ca
da diluigao e 0,2Zmi da suspensao a 4% de hemidcias bovinas, tripsini
zadas, foram aplicades em placas de agéu

inagéee Estas placas, espe
o

fl
W
s &
[

cialmente construldas para este trab am de acetato de celu~

lose, contendo 24 reservatdrios hemi

FeH]
-

gricos de 2ml de capacidade.
Apds 50 minutos & temperatura amblente, as placas foram agitadas
com leves movimentos circulares e deixadas em repouso por maisg
10 minutos. Apds este tempo, os resultados foram interpretados de

acordo com ©8 seguintes padroes: { + + + + ) formacac de grumo @ﬁx
co, grande; ( + + + )} formacgac de varios grumos grandes com pOU~
cos grumos peguenos; { + + ) VArios grumcs peguencos com poucas oé-

lulas livres; ( + )} varios grumos pequencs com muitas celulas li-
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se levantam de um botao liso {(75) .,

definido como o inverso da maior 4ilui

cao capaz pr agao ( + j nas condigoes do ensaio,
sendo expresso por lmg de proteina. A atividade hemaglutinante to-
tal {(AT) representa o titulo/100g de sementes.

Extracac e Fracionamento das Proteinas do Peidao Rosinha G2
% 3

As proteinas do feijao Rosinha G2 (P, vulgaris} foram extraidas e
fracionadas como esguematizado na Fig. 1. As sementes moidas {(lo-
tes de 40g) foram suspensas an solugao 0,5M de NaCl {200ml). Apds 1 hora de
agitagao constante o sobrenadante fol separado por centrifugacido a
70.000xg por 20 minutos a ésc, sendo 0 residuc re-extraldce em 200mi
de solugao 0,5M de NaCl, por 1 hora. O residuo final foi deixadc por va-
rios dias em dessecadores de silica-gel, até peso constante, sendo
entao tomadas aliguctas para a determinacg3o de proteinas (% x 6,25).
0 scbrenadantes foram reunidos em volume conhecido e dialisados

contra agua destilada a 4°¢ por 36 horas, com Lrocas de 6 em & ho-
ras. Um tergo do dialisado foi liofilizado obtendo-se uma fracao
dencominada extrato total {(EXT), gue cont@m tode o material extrai-
do naco dialisavel., O volume restante foi centrifugado a 70.000 xg
por 20 minutos a i°c e separado em dois componentes. A fracgao inso
lavel, gue contém as globulinas(GR), foi ressuspendida em agua desti
tada e iicfilizada. O scbrenadante, gue contém ag albuminas [(ALB),

a

do e licfilizado.
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Separagao por Cromatografia em Gel

0 gel de Sephadex G~200 foi eqguilibrado em tampao fostato G,01M
pE 7,0 contendo 0,15M de NaCl e 0,01% de mertiolato. A cromatogra-
fia foi desenvolvida em colunas de 2,5 x 6lcm, a uma velocidade de
fluxo de 30mi/h, 3 temperatura ambiente. As amostras (40~160mg) fo-
ram dissolvidas em 10ml do mesmo tampac e centrifugadas a 70.000xg
por 30 minutos a 4% para clarificagac. Foram coletadas fragoes de
3mf, sendo as proteinas localizadas pela leitura da absorbancia a
280nm em cubetas de lom., VYolumes de 0,1-0,5mi das fra§5§8 coleta -
das foram ensajiadas para reagac de hemaglutinagao, como descrito an

teriormente.

purificacac das Hemaglutininas

para a extragac foram tomadas anostras de 4g de sementes moidas,
suspendendo=-se em 40ml de tampac especifico para cromatografia de
afinidade (tampac fosfato 0,01M contendo 0,15M de NaCl, §,10mM dos
seguintes sais: CaCl,, MgCl,, MnCl, e 0,01% de Merticlato). Apds
1 hora de agitagac constante, a temperatura ambiente, o sobrenadan
te foi separado por centrifugacac a 70.000 xg por 30 minutos, a
4% & dialisado contra o mesmo tampac por 36 horas, com trocas de

& em 6 horas do tampao externo,

0O extratoe salino obtideo teve sua concentragac de proteina ajustada
para 10mg/mi. Aliguotas idénticas de 30mi foram aplicadas em dois
experimentos em colunas de Concanavalina A, ligada covalentemente

a particulas de Sepharose 4B {(ConA-Sepharose, Pharmaciaj.

A cromatografia foi desenvolvida & tesmperatura ambiente, a uma ve-
locidade de fluxo de aproximadamente 100mi/h. Foram coletadas fra-
cOes de 8mf, registrando-se a absorbancia a 280nm para localizagao
das proteinas. Apds a eluicao de 400m% do tampao especifico, o ma-
terial retido na coluna foi deslocado pela eluigao de uma solugao
de 1% de a-metil-D-manoplranosidec (Pfanstienl), no mesmo Lampao.
Este material foi reunido, dialisado e liofilizado, sendo purifica
do, seguencialmente por cromatografia em gel de Sephadex G-Z200 co-

mo descrito anteriormente. Foram realizadas duas separagoes, apli-



cando-se em cada uma 40mg da amostra. As preparacoes cobtidas foram
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reunidas, dialisadas e liofilizadas, sendo estocadas a -20%¢
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ram preparadas solugoes das proteinas obtidas no curso do  isocla
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{(Img/m2) para a determi “agag da atividade hemaglutinante (Ti-
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Fletroforese de Disco en Gel de Poliacrilanida
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Foi realizada pelo método de Davis (26), ligeiramente modi
(
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26y, utilizando-se tubos verticais (0,5 =% 7,0 ocm) contendo

poliacrilamida. A eletroforese fol desenvolvida em tampac T
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cina 5mM, pH 8,4, contendo por litro duas gotas de azul de
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nol em sclugac a 0,01%. Aplicou-se uma corrente de SmA/tubo, sendo
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interrompida guandoc a banda do corante atingiu 0,5cm da extremida
de inferior do gel. Os géls foram retirados dos tubos e entao cora
dos por imersac em solucao a 1% de amido Schwartz preparada em acit
do acético a 7%, descorando-se por sucessivas lavagens dos géis no
mesmo acido. A mobilidade relativa dos componentes separados foi

calculada em fungao do azul de bromofenol.

Para a pesqguisa da atividade hemaglutinante, géis nao corados, obti
dos paralelamente, foram cortados sendo as proteinas eluldas, en
saiadas para a reacao de hemaglutinagao, como descrito anteriormen
te.

Focalizacao Isoelétrica em Gel de Poliacrilamida

O ponto isocelétrico da hemaglutinina purificada fol determinado
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undo a técnica descrita por Wrigley (115). Amostras de 100ug £
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am misturadas aos odéis (0,5 x 7,0cm) contendo 7,3% de poliacrilami
6% de anfdlitos, {(Ampholine LKB 8141). Foi aplicada uma cor
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de 2mA/tubo, sendo mantida por 5 horas pelo aumento gradati-
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vo da tensao até 350V. Apds este tempo, os géis foram retirados dos
tubos e cortados em seccoes de 0,5cm, sendo deixados em lmi de a

G y . . ,
gua destilada por uma noite a 4°C. C pH foi determinadc potenciomg

ricamente, dialisando~ze em seguida as mOthOES contra salina tam

fug
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ponada por 48h a 47C, para a pesquisa da atividade hemaglutinante.

GCais obtidos paralelamente foram corados com "Coomassie By
Rlue® R250, apbs tratamento com acido tricloracético a 5%. Foi
da a distd@ncia das protelinas precipitadas & extremidade negativa do
gel, mu plicando-se por um fator, LOXL, determinade pela relacao
entre ¢ comprimento inicial do gel e o seu comprimento apds o proce
dimento de coloragido. O ponto isocelédtrico dos componentes separados

foi calculado pelo grafico do pH x comprimento inicial do gel.

Foram obtidos gradientes de concentracao de sacaross (5-20%)para a
determinacao do coeficiente de sedimentagao e peso molecular da  he
magiutinina purificada, segundo o método descrito por Martin &
Ames {(£8). Foi utilizada a desidrogenase latica de nisculo cardiaco
de bovino {(Sigma), de coeficiente de sedimentagaoc, 320?3 7,45 e
peso molecular de 140.000 (81), como padrao interno. Amostras de

0,25mg da hemaglutinina purificada e 0,10mg do padrao, contidos em
G,ims da mesma selugéo, foram aplicadas ao menisco de gradientes de
5mt. Centrifugou-se a 1753.000 xg por 15 horas a 4°C enm rotores SW
40 utilizando-se uma centrifuga Beckman Mod., L5.75. Apds a sedimen
tagéo os tubos foram perfurados na extremidade inferior, sendo cole
tadas fracdes de aproximadamente 0,2mi. A enzima, padrao, fol loca
lizada pela rea¢ac de oxidagao do lactato em meio alcalino (623). Fo
ram misturados em cubetas de lcm 2,7mt de tampaco glicina-semicarba-
zida 0,2M pH 9,5; 0,30mt de lactato de calcio 5mM; 0,30mi de solu
cac de nicotinamida-adenina-dinuclectideo 3mM, forma oxidada, e
0,05ms das fracOes coletadas. Imediatamente apds a adigao da enzi
ma mediu-se © aumento da absorcac a 340nm em fungao do tempo utili
zando-se © expectrofotdémetro Perkin-Elmer Mod. 356. A atividade en
zimitica, expressa em UT/me, fol calculada a partir das inclinagéas
das curvas obtidas, multiplicadas por um fator {(£=6,0), determinado
pelos par@metros do instrumento (23). A atividade hemaglutinante fol
determinada misturando=-se 0,1lmi das frac%es coletadas em §,4mi e
salina tamponaﬂa, Juntando-se 0,2mi de uma suspensac a 4% de h@mégg

as bovinas tripsinizadas. A aglutinaciao fol observada apds 1 hora a
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5 moleculares (M} fol dada por
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Determinagao de Parametros Moleculares por Cromatografia em Gel

08 geis de Sephadex G-200 foram eguilibrados em salina tamponada

segundo método de Oliveira & Silva {78). As colunas (2,5 x 60 cm )

2

foram calibradas pela eluicao de proteinas de peso molecular conhe-
cido. Foram vtilizados: azul de dextrano {(Pharmacia), 2.000.00C
(34)Y: desidrogenase latica de misculo cardiaco de bovine (Sigma)
140.000 (87): albumina de soro bovino (Sigma), 67.000 (87); pepsina

tomacal de suino {Calbiochem) , {87); inibldor de tripsi

S
na de Phaseoclius lwnatus {Sigma}, 9.000 (48).

As amostras (5mg) foranm dissolvidas no mesmo tampac e cromatografa-

das nas mesmas condicoes descritas (4 experimentos). As fragoes fo
ram lidas a 280nm, procedendo-se em seguida a ensaios especificos |
nara localizagdo dos padrdes. A desidrogenase latica fol ensalada
pela reacao de oxidagao de lactato em meio alcalino (53), a pepsina

u

foi localizada pela digestao de hemoglobina desnaturada (§) e © i

nibidor de tripsina segundo método de Kunitz, modificado por Ka

kade ¢t al. {&50).

0 peso molecular (M) da hemaglutinina purificada e dos diferentes
componentes separados das fxag@es EXT, GLB ¢ ALB foram determinados

pela relagao empirica proposta Whitaker (114):

legzgﬁ = 7 + Db ve/va {(Eg. II)

onde, V_ = volume externo do gel, determinado em fumgé@ do azul de
A

dextrano; V_ = volume de eluigao dos componentes; os coeficientes a

terminados a partir dos pontos experimentals por anali

y
Y
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se de regressac {(i04).
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Engquanto os pesos moleculares foram obtidos de uma relagaco empiri
a {(I14), © raio molecular de Stokes da hemaglutinina purificada
i determinada com base no fundamento telrico proposto por Ackers
). Assume-se gue microregiodes do volume nac excluido do gel es-
tac distribuidas aleatoriamente, com respeito aos tamanhos molecu
itares gque podem acomodar. Assim, a fragao do volume penetravel por
um dade soluto de raica & a fracao ¢{a) disponivel a esta molécula

mais microregioes similares, disponiveis & moléculas maiores (K.).

s

Assim, matematicamente, Kd & definido como a fun@%@ de ervro comple

mentar da cruva gaussiana de distribuigac:

a -~ a - ' o

L5 -
- - (&) - £ ol a0
a = K_ = erfce | —e——= = 3 - e
a o e

(Bg. IIIL;

Az constantes a. e bo foram determinadas por andlise de regressaoc
{i104), através de medidas de Kd para padroes de raois conhecidos
{102, 873.

0 coeficiente de distribuigao Kgr & fragao do volume interno  dis
ponivel para a distribuicaoc do soluto, fol obtido experimentalmen-—

te pela relagao (34):

v, -V, v C_
Ky = = kel = g (Eq. IV)
vV, v, C
i i
sendo,
.= Y. - Y .V
Kl N (Vg KO} (BEg )
e vt
ﬂk;’ b ——— {Eq- VI}
d B xd
ondes ,
K, = coeficiente de distribuigao = o

i

v volumge penetravel no gel
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Cc_ = concentragao do soluto na regiaoc de penetragac
v, = volume de embebicao do gel
¢ = concentracao do soluto no volume excluido
¥ = volume de eluigao do componente
£
?a = yolume externc
v, = volume total da coluna
B = volume da particula de Sephadex seca
4 = densidade do Sephadex seco
08 experimentos foram reallizados en Ccolunas cilindricas da
- 5 i i} pe T oy MZ;L
2.5 x 60 cm. Os parametros de Sephadex 6-200, B = 30me . ¢ @
—”? - o a - - -
ol 1,65g. mi ~ sao dados do fabricante, segundo Fighey (343,
Em uma dada temperatura T, numa solugac diluida de viscozgidade n,
o raio molecular de Stokes o, relaciona-se com a constante de ai
fusac livre D,, o’ pela eguagao deduzida por Einstein em 1805, da
FAVEFE | e
da por Moore (67}:
kT
D B {fg. VII

20w Grna =9 )
rssumindo, portantoe, gue a difusao limitada pelos poros dos gels
se aproxima da constante de difusao livre, D,, = foi determinada

£

para a hemaglutinina pela equagao Vil.
Determinou-se o volume especifico parcial da hemaglutinina v, a

partir de seun peso molecular M, zeu coeficiente de gadimeﬁta§éa =

e sua constante de difusaoc D, aplicando a equacao de Svedberg para

uma diluigdo infinita, dada por Malher (66):
T3 pn
L] 5
M = (Bg. VIII)
Foi obtida alguma informagac sobre © comportamento nidrodinimi~
oo da hemaglutinina, determinando-se seu guociente Ffricoional f/fﬁ
pela eqguacgao de Einstein - Smoluchowski, dada por Springall (104 :
. / N 1/3
= kT 4N, ’
R = .
a— - (Bg. 13X}
- = z
O oEnl By
onde,
f = coeficiente friccional da molécula
f = coeficiente friccional se esta & completamente esférica

o



¥ = constante de Boltzman

T = temperatura absoluta

n = viscosidade do melio

N,= nimero de Avogadro

M = pego molecular

v = volume especifico parcial

0 walor determinado para o guocients friccocional fffg; fol interpre
tado pelo diagrama de Oncley, dado por Springall (103), gue forng
ceuw o grau de hidratagdo maximo da proteina e a relagac de seus el
xos axiais a/b, assumindo-se modelos de elipsdides de revolugao.
Determinacac da Absortividade Especifica

Para a determinacac da absortividade especifica a 280nm da hemaglu
tinina purificada foram preparadas solugoes em s na tamponads,
sende a concentragac de protelna determinada pelo método do Biure
oy, AS sci“giea contendo lmg/mi foram dilvidas progressivamente
medindo~se a absorbancia em cubetas de lom. As medidas foram fei
tas em espectrofotdmetro de duplo feixe, contra brancos do mE smno
campac. 0s resultados cbtidos experimentalmente foram levados a
eqguacac classica que descreve a lei de Bouguer-Beer, deduzida por

A
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Determinacac de Carboidratos

Os aglbeares neutros totails foram determinados pelo método de
Dubols ¢t al. {(32), utilizando 50mg de fenocl e Hzgﬁgg d = 1,84. Os
resultados foram expressos em fungao de D-manose. Os amincacicares
foram determinados Jjuntamente com o0s aminocacidos e exXpressos eIk

fungao de glicosanina.

Determinagac de Amincacidos

Amostras de 3mg da hemaglutinina purificada foram hidrolisadas em
aproximadamente 1Z2mf de HC1 6N por 24 horas a 110%¢c, ApGs este ten
po, as solugses dos aminodciso foram evaporadas em evaporador ro
tatorio, & temperaturas inferiores a 40°c., 0 residuc foi dissclvi-
do em volume de tampao citrate pH 2,2, suficiente para se obter o
equivalente a lmg de proteina original por mililitro. A composicao
em aminoacidos foi determinada em analisador semi-automatico
Beckman Mod. 120C segundo ¢ método de Spackman et al. (103), sendo
os resultados expresscs por 100g de proteina, determinada por Biu
reto,



RESULTADOS

s resultados da extrachco e fraciconamento inicial aplicados ao fei

& estdo apresentados no quadro II. A extragao em sO-
ucao de  NacCl 0,5M dissolveu 78,7% 4o nitr@gé&ic total das semen-
tes. O extrato salino bruto foi dialisado contra agua destilada,
fracionando as proteinas guanto a sua solubilidade. Uma aliguota
do dialisado foi separada e liofilizada, obtendo-se uma fragao de-
nominada extrato total (EXT), que continha 78,0% de proteina
(8N x 6,25). Foli recuperada nesta fragao 93,5% 4o i Erogénio
extralido, sugerindo gque 6,5% do mesmo deve ser dialisavel. © volu
me restante foi centrifugado, recuperando-se na fragac solivel,

gue contém as albuminas (ALB), 24,8% do nitrogénic total das semen

tes. Esta fracdoc apresentou uma pigmentagao amarelada e continha
£5,6% de Qroteiﬂa (3N % 6,25). O precipitado, fragao globulina
(GLB) apbs liofilizagao, apresentou 85,7% de proteina (%N x 6,25) e
uma recupar gﬁo de 47,0% do nitrogénic total das sementes.

Solucbes das proteinas obtidas, contendo lmg/mi foram seguencial -
mente diluidas para a titulacao das hemaglutininas. 0O titulo foil

definido como o inverso da maior diluigao onde ocorreu aglutinagac
visivel. A atividade hemaglutinante apresentou uma malior tendéncia
em concentrar-se na fracao sollvel, sendo observado aglutinacgac na

fragdo ALB aoc nivel de 3,9ug/mb.
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Separacac por Cromatografia em Gel

as proteinas do feijac Rosinha G2 foram fracionadas em dois compo
nentes hemaglutinantes por diferenga de solubilidade em melos de
baixa forca idnica. Para uma melhor compreensac destas fragoes, ©O
extrato salino bruto e as fragoes albumina (ALB) e clobulina (GLB)
foram separadas pelo tamanhe molecular de seus constituintes, por

cromatografia em gel de Sephadex G-200.

Foram cromatografados, nas mesmas condigOes, padroes de peso mols
cular conhecido. Suas posicdes de eluigao Vé/vgf foram relaciona

das com o logaritime de seus pesos moleculares (Fig. 2).

A seguinte eguacac empirica (7114) fol obtida a partir dos pontos

experimentais, por analise de regressao (104):

7

loggM = 6,237 ~ 0,8410 V@/VO (Bg. XI)
onde ,
v, = volume do pico de eluigao
Vv, = volume exclulide do gel, determinado em fungao de azul de dex

tranc, VO = 95,1mt.

Assim, substituindo-se os volumes de eluigég V@, dos picos obtidos
nas separag¢des cromatograficas, caracterizou-se o extrato bruto e
as frac¢oes albumina e globulina pelo peso molecular de seus consti

tuintes.
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Fig. 2 - Cromatografia em Sephadex G-200 de proteinas de peso mole

cular conhecido. 1. Inibidor de Tripsina de Phaseolus lunatus,
$.000; 2. Pepsina de mucosa estomacal de suino, 35.000; 3. Albumi-
na de soro bovino, 67.000; 4. Desidrogenase latica de mbsculo car-
diacce de bovino, 140.000. A melhor reta foi encontrada por regres-

sAc numérica: iagigﬁ = 6,237 - 0,8410 VQXVQ,
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A figura 3 representa o cromatograma obtido pela eluigac do extra
+o salino bruto em colunas de Sephadex G-200, eguilibrado em tam-
pac fosfato 0,01M, pH 7,0, contendo 0,15 de Nall. Foram separados
gquatre componentes, tendo o primelro EXT-a, um peso molecular supe
rior a 200.000. O principal EXT-3, parece conter proteinas de peso
molecular na faixa de 150.000 a 50.000. O componente parcialmente
resolvidoe EXT-v, foi separado em 30.000 € o de menor peso molecu
lar EXT-¢, gue contdém um material de pigmentacao amarelada, na fai
wa de 10.000. A atividade hemaglutinante aparece no componantsa

EXT-2 e apresenta um maximo, aproximadamente, em 135.000,

A figura 4 mostra a separag¢ado da fragao globulina em Sephadex G-200.
tyés componentes foram parcialmente resolvidos. Um primeiro, deno
minado CGLB-o foi eluideo acima de 200.000, um sequndo GLB-3 em
150.000 e um terceiro e principal componente da fragao GLB-y que a
presentou um peso molecular na faixa de 100.000. A atividade hema
glutinante, gue aparece no componente GLB~§ apresenta um maximo

proximo a 140.000.

A fragdo albumina foi séparada em cinco componentes, gquando croma
tografada no mesmo gel. O primeiro ALB-a, apresentou um pesco mole
cular superior a 200.000 e o segundo ALB-8, foi eluido na faixa de
140.000. Foram ainda separados os componentes ALB-y em 90.000 ;
ALB-5 em 50.000 e ALB-¢ em torno de 30.000. A atividade hemagluti
nante foi detectada principalmente no componente ALB~g, apresentan
do um pico em 130.000,

Os componentes hemaglutinantes obtidos das separagoes cromatografl
cas das fracdes EXT, GLB, ALB, figuras 3 a 5, foram coletados, dia
lisados e liofilizados. Foram preparadas solugoces destes componen
tes para a determinagaoc da atividade hemaglutinante. A interpreta
cao dos resultados fol dificultada pela acentuada perda da ativida
de hemaglutinante, particularmente nas preparacoes obtidas do ex

trato brute e da fragao GLB.
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Fig. 3 - Separagao por cromategrafia em gel. Extrato salinc bruto
de Sephadex G~200, eguilibrada emn

(180mg) . Colunas (2,5 x 60 cm)
tampao fosfato 0,01M, pH 7,0, contendo 0,15M de NaCl. Foram coleta
Ay fra-

das fracgoes de 3mi, a uma velocidade de fluxo de 30m2/h.
¢Oes foram lidas a 280nm, em cubetas de lcm e ensaladas para a ati

vidade hemaglutinante (aliguotas de 0,1lmi).
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Fig. 4 - Beparagac por cromatografia em gel. Fragdo GLB (80mg). Co

lunas (2,5 x 60 cm} de Sephadex G-200, eguilibrada em tampao fosfa
to 0,01M, pH 7,0, contendo 0,15M de NaCl. Foram coletadas fracdes
de 3mi, a uma velocidade de fluxo de 30mi/h. As frag%e% foram li-

das a 280nm, em cubetas de lcm e ensaiadas para a atividade hema-

giutinante {aliguotas de 0, 1mi}.
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7i{g. § - Separagac por cromatografia em gel. Fragao ALB (100mg). Co

lunas (2,5 x 60 cm) de Sephadex G-200, eguilibrada em tampao fosfa
to 0,01M, pH 7,0, contende 0,15M de NaCl. Foram coletadas fragoes
de 3mf, a uma velocidade de fluxo de 30mi/h. As fragoes foram li-
das a 280nm, em cubetas de lcm e ensaiadas para a atividade hema-

glutinante (aliguotas de 0,1mi).
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Purificagao das Hemaglutininas

Foram obtidos novos extratos das sementes em tampac apropriado pa
ra cromatografia de afinidade. A dizdlise do extrato contra o© mes
mo tampao, eliminou grande parte de um material pigmentado e forte
mente redutor. O extrato dialisado foil clarificado por ultracentri
fugagao a 70.000 x g, descartando-se um precipitado de aspecto ge
latinoso. Diluiu-se o extrato para lOmg de proteina por mililitro
do tampac, aplicando-se duas aliquotas de 30mi em colunas de
Conh-Sepharcse. A Fig. 6 mostra um perfil tipico da purificacgao
por cromatografia de afinidade. Nenhuma atividade hemaglutinante
fol ﬁetectaﬁa no primeiro componente eluido. © material deslocado
pela solucac de a=-metil-D~manopiranosidec, componente CII-Af, apds
liofilizagéo, apresentou uma atividade hemaglutinante igual a 5172
(Titulo/mg) . Esta preparagao foi sequencialmente purificada por
cromatografia em gel de Sephadex G-200 (Fig. 7). A atividade hema
glutinante foi eluida em um Unico componente, CII-g, sendo © con
telido dos tubos de 37 a 44 reunido, dialisado e liofilizado. Apre

sentou uma atividade hemaglutinante igual a 1024 (Titulo/mg).

O guadro IIT mostra um resumo do curso da purificacac das hemaglu
tininas do feijao Rosinha G2. De 4g de sementes obteve-se 38,6my
da hemaglutinina purificada, sendo a recuperagac representada por
100g de amostra. O teor de proteina no extrato dialisade fol deter
minado por Biureto. O calculc da recuperacgao de proteina para o8
componentes CII-Af e CII~8 foi feito utilizando-se a absortividade

len™, calculada em fungdo do Biure

especifica, a,gy = 1,12m2 .mg
to para a preparacac final obtida (ef. pag. 59). O titulo hemaglu
tinante, determinado apds didlise e liofilizagao dos componentes ¢b
tidos de cada separacgao cromatografica, representa o inverso da
maior diluicao de lmg, de proteina onde ocorreu aglutinagao vigi
vel. A atividade hemaglutinante total foi calculada para 100g de

sementes.
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E Ci-Af Cli-Af
2 - ) 152 Tit/mg
o \
< 2,50 ]ﬂ'\

1,501

0,50 \l»\ A

a8G
numero de frogles
Fig. £ - Separagao por cromatografia de afinidade. Colunas  de

ConA-Sepharose (2,5 x 10 cm}. Aplicou-se 30m{ do extrato, contendo
10mg de proteina por mililitro do tampac eluente ( tampao fosfato
0,01M, pH 7,0, contendc 0,15M de NaCl e 0,10mM dos seguintes sais:
Caclzf
cidade de fluxo de 100mi/h. O material retide foi deslocade (fle-

MgCl,, MnCl,). Foram coletadas fracoes de 8m%, a uma velo

cha) pela eluigac do mesmo tampdo, contendo a-metil-D-manopiranosi
dec (i6mg/mi}. As fracbes foram lidas a 280nm em cubetas de lcm.
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& 1:102% Tit/mg
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0,80 -—‘f L 4 4

I \j\\ f‘\‘ o4
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\h‘«\
Aglatinagdo

20 40 &0 80

numers de frogles

Fig. 7 - Separacgac por cromatografia em gel do componente CII-AL
{(40mg} . Colunas (2,5 x 60 cm) de Sephadex G-200, equilibrada em
tampac fosfato 0,01M, pH 7,0, contendo 0,15 de NaCl., Foram coleta
das fragOes de 3ml, a uma velocidade de fluxo de 30mi/h. As fra-
cOes foram lidas a 280nm, em cubetas de lcm e ensaladas para a ati

vidade hemaglutinante {aliquotas de 0,lmi),
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Estudo Bletroforetico

O comportamento eletroforético do extrato salino (EXT) e fragoes
albumina (ALB) e globulina (GLB), em gel de 8% de poliacrilamida a
pH 8,4, estd mostradc na Fig. 8. As mobilidades relativas dos di-
versos componentes separados estao mostrados na Fig. 12. O extrato
total revelou a presenga de 5 componentes designados a, b, ¢, 4, e
em ordem decrescente de suas mobilidades relativas. Estes componen
tes foram melhor resolvidos guando as proteinas foram previamente
separadas guanto a sclubilidade. 0s de maior mobilidade, componen-
tes a, b, ¢, concentram-se na fragao ALB, embora o componente b es
teja presente també&m na fragao GLB. O componente d, gue se apresen
tou comeo wuma banda densa e difusa, separou-se no componente dz’ re
velado apenas na fragaoc GLB, e o no componente dg, gue aparece en
ambas as fragbes. O componente ¢, gue també&m se apresentou difuso,
foi separado principalmente em 3 componentes: €51 €9, €z. O COMPO-
nente e, revelou-se em ambas as fragoes, enguantc os demais apare-

cem apenas na fragac GLB.

A Fig. 9 mostra os perfis das preparagoes aglutinantes, separadas
por cromatografia em gel das fragoes inicialmente obtidas. Os per-
fis sao semelhantes, mostrando predominancia de componentes d,e em
todas as preparagoes. A atividade hemaglutinante, guando eluida de
géis obtidos paralelamente, parece apresentar um maxime na regiao

dos componentes g-anddicos e d-catédicos.

O perfil do material purificadc por cromatografia de afinidade
(Fig. 10}, revelou uma tendéncia de concentragao do componente €
sendo notado gue o componente d &€ composto de varias bandas de dis
tincias de migragac proximas. A atividade hemaglutinante, pesguisa
da eluindo-se as proteinas dos géis, sugere gque 0s componentes 2.y
55, d2 sao 08 responsavels pela atividade hemaglutinante, embora
tenha-se notado gque a atividade & mais intensa em diregao ao cato-

do.

A Fig. 11 mostra o comportamento eletroforético da preparagao obti
da na Gltima etapa da purificacao. Notou-se uma forte associaqéo
entre os componentes e, ézf dgf gue aparecem como uma unica banda

densa e larga.



Fig. § - Eletroforese de disco. 1. EXT; 2. ALB; 3. GLB. Amostras
de 200 ug/tubo. Tubos verticais (0,5 x 7,0 cm} contendo poliacrila
mida a 8%. Tampao Tris-glicina 5mM, pH 8,4; corrente de Sma/tubo.

Géis corados em Amido Black.
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Fig. 9 - Eletroforese de disco. 1. HA-EXT; 2. HA-G&?; 3, HA-ALD
amostras de 200 pg/tubc. Tubos verticais (0,5 x 7,0 cm) contend
poliacrilamida a 8%. Tampdco Tris-glicina 5mM, pH 8,4; corrente ¢
5mA/tubo. Géis corados em Amido Black.
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Fig. 10 - Eletroforese de disco. Componénte CII-Af. Amcstras de
200pg. Tubos verticais (0,5 = 7,0 om) contendo po},iacrilarﬁida a 8%,
Tampac Tris—glicina 5mM, pH 8,4; corrente de Sma/tubo. Gel corado
em Amido Black.
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vig. 11 - Eletroforese de disco. Componente CcII~-8. Amostras d

7,0 cm) contendo pol

200ug. TubOs verticais (0,5 %
~glicina 5mM, PH §,4; corrente de 5ma/tubo. Gel

jacrilamida a £
Tampao Tris corad
em Anido riack.

21 RLIOTECA CENTRAL
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rocalizagao Isceldtrica em Gel de Poliacrilamida

A focalizagao isocelétrica da hemaglutinina purificada (Fig.13) mos
tra gue a preparacgao nac foi obtida em um estado completamente ho-
mogéneo. A Fig. 14 mostra o grafico do pH x comprimento do gel.
Foi tracada uma curva média, onde os valores de pH determinados pa
ra cada secao do gel, de 0,5cm, foram relacionandos com og  pontos
médios das mesmas secdes. A posigdc das bandas de proteina no dia-
grama foi corrigida multiplicando-se a disténcia de migragao AC
catodo das bandas coradas, pelo fator LQ/L = 0,85, obtido da rela-
gao entre O comprimento inicial do gel e o seu comprimento apbs ©
procedimento de coloracdo, O principal componente separado, de pon
to isocelétrico na faixa de pH de 5,5-5,7, foi o inico gue apresen-—
tou atividade hemaglutinante. Notou-se principalmente a contamina~
cdo da preparagac com cémponentes de ponto iscelétrico na faixa

de pH acido.

Sedimentagac em Gradiente Linear de Densidade

0 coeficiente de sedimentacdo e pesc molecular da hemaglutinina py

rificada foram determinados em gradiente de concentragao de sacaro

se (5-20%), utilizando-se a desidrogenase latica como padrao inter

no. A Fig. 15 mostra os picos das atividades apds a sedimentacgao.

0 coeficiente de sedimentagio, calculado em fungao das  distancias
+

dos picos ao menisco de gradiente, apresentou valores de 6,9 ~ 0,358

estando © pesoc molecular na faixa de 136.000 a 116.000.
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Fig. 13 - Eletrofocalizacio em gel (0,5 x 7,0 cm) de 7,3% de polia
crilamida, contendo 0,016% (p/v) de anfdlitos {(Ampholine LKB B141].
Foram aplicadas amostras de 100ug, sendo a focagem realizada a
2ma/tube, pelo aumento gradativo da corrente ate 350V. As bandas
de proteina foram fixadas com Geido tricloracético e coradas por

Coomassie Brillant Blue RZ250.



z
£
2,0+
2,0 4,0 &,0
somprimentc oo gel (cm)
Fig. 14 =~ Focalizacao isoeldtrica: curva pH x comprimento do gel.

0s géis foram cortados em secoes de 0,5cm e deixadas por uma noite
em lml de agua destilada. O pi foi determinado potenciometricamen-
te e relacionadsc com © comprimento inicial do gel. A atividade he-

maglutinante [ol determinada nas solugbes dialisadas por 48 horas,

em salina tamponada.
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Fig. 15 - Sedimentagao em gradiente linear de densidade. As amos-
tras foram sedimentadas em gradientes {(5-20%) de sacarose poOr cen-
trifugacac a 175.000 x g por 15 horas a 4°C em rotores S 40 utili
sando-se uma centrifuga Beckman Mod. L5.75. A desidrogenase latica
{Szg!w = 7,48 e M = 140.000) foi utilizada como padrao interno. Fo
ram coletadas fracdes de 0,2mt. Atividade enzimatica (-—-), aglu-

tinagao { — }.
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Determinacac de Pardmetros Moleculares por Cromatografia em Gel

0 peso Molecular da hemaglutinina purificada fol determinado por
cromatografia em gel de Sephadex G~200, substituindo-se seu volume
de eluicao v, = 125 = 2me (n = 3) e v, = 95,1 + 0,3m¢ (n = 7) na
Eguagao XI, previamente descrita, encontrando-se os valores de
136.000 + 7.000.

Para a determinagac do raio molecular de Stokes, a equagao expe-
rimental foli obtida por andlise de regressao (I104), a partir dos

padroes apresentados no guadro abaixo.

Juadro IV = Cromatografia em Sephadex G-200 de proteinas de raio

melecular conhecido.

- ! ""l
Padroes a(Z) Kd erfec Kd
Desidrogenase latica : 42 0,14 1,05
Albumina de sorc bovino 16 0,33 0,69
Pepsina 24 G,51 0,47
Inibidor de tripsina 11 0,84 0,14

A funcao de erro complementar inversa dos coeficientes de distribu
icao, erfe? Kyr foi obtida das equagoes III e IV. O raio de
Stokes, a, do enibidor de tripsina de P. lunatus fol calculado pe
1o mesmo método empregado neste trabalho, utilizando-se os dados
de Pusztai & Watt (87); os raiocs moleculares dos demais padroes fo

ram obtidos a partir de suas constantes de difusao livre (102).
Assim, temos que:

a = 7,7 + 35,08 exfcwl Ky {(Bg. XII)

Analogamente, determinou-se o coeficiente de distribuigao da hema
glutinina, Ky = 8i§6 + 0,01 (n = 3) e sua fungao de erro complemen
tar inversa, erfc Kg = 1,00 + 0,03 e substituindo-se na egquagao
X171, determinamos seu ralo molecular de Stokes:

a = 43 + 1R.
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Conhecendo~—se © raio de S5tokes, calculamos a constante da difusio
da hemaglutinina pela equagao VII:

_ -7 2 -
ﬁZQ,w = 5,0 % 10 cm” . s

i..._d

0 wolume especifico parcial da hemaglutinina foi determinado pela
equagao de Svedberg {(Eg. VIII), mostrando-se eguivalente a:

5 = 0,75em>. g T.

O coeficiente friccional f/fo = 1,3, obtido pela equagac IX, inter
pretado pelo diagrama de Oncley, dado por Springall (I165), indica
que a proteina possul um grau de hidratacic miximo de 0,%9g de a
gua por grama de proteina e uma relacao de eixos de simetria a/b=6,
escolhendo-se o modelo de um elipsdide de revolugao  prolato  ou

a/b = 0,17 considerando-se © modelo de um elipsdide de revolugao o

blato.

O guadre V apresenta um resumo dos parametros fisico-gquimicos de

terminados para a hemaglutinina purificada.



Quadro V - Propriedades fisico-guimicas da hemaglutinina do fei

jac Rosinha G2 (Phaseolus vulgaris).

Parametro Valor
Peso molecular ( M) 136.000
Coeficiente de sedimentacgao (554 W) 6,95
H
Raio molecular de Stokes ( a ) 43 g
Constante de difusao (D2G ) 5,0 x 1677 cmzwswl
LW
Volume especifico parcial { v ) 0,75 mﬁ.gwl
Quociente friccional {f/fo) 1,3

Ponto iscelétrico { pH } 5,5 - 5,7
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Anzlise do Espectro de Absorgao

Foram medidos espectros de absorcgac da hemaglutinina purificada em
tampac fosfato 0,01M pH 7,0 contendo 0,15M de NaCl e solugdo de
NaOH 0,1H, na faixa de comprimentos de onda de 250 a 320nm (Fig.l16}.
0 espectro medido em salina tamponada mostra picos de absorgaoc em
278, 282 e 290nm. Foi calculada a absortividade especifica a
280nm, =

= 1,12 migmg“l,cm , que foi utilizada no calculo da

&
280
recuperacgao de proteina dos componentes obtidos nas separagoes cro
matograficas. O espectro medido em solugac de NaOH 0,1N foi utili-
zado para o calculo da quantidade de triptofanioc na amostra confor

me o método de Bencze & Schmid (8.

Determinagaoc de Carboidratos

Os aclicares neutros totais foram determinados pela reacao com Fe-
nol»ﬁzsoé {30), utilizando-se 50mg de fenoii A fiscrtividada do pro
duto da reagac a 49ﬂam,fa490 = 11,3 mi.mg “.cm ~, fol calculada em
fungac de D-manose. O teor de agucares neutros, expressos por 100g
de proteina fol determinado come sendo igual a 8,3%.

0 teor de amino-aglcares foi determinade em analisador de aminoaci

dos e expresso em funcao de glicosamina, como sendo de 2,12%.

Determinacgac de Aminoacidos

0 guadro IV representa a composigaoc de aminodcidos da hemaglutini=-
na purificada. Os resultados foram expressos por 100g de proteina.
0Os valores apresentados nao foram corrigidos para destruigac ou in
completa liberacgao apds a hidrdlise acida a 110% por 24 horas. O
teor de triptofdnio foi determinado 38pectrofotom@tricémenta, pela

relacdc molar de Tirosina/Triptofdnio, R = 0,48,



&0

TBE0 TTTEO0
compriments g6 onde (nm)

Fig., 16 - Espectro de absorgao da hemaglutinina purificada., Amos-

vrras de 0,330mg em tampido fosfato 0,01M, pH 7,0, contendo 0,15M de

NaCcl (1) e NaOH 0,1nN (2Z). Absortividade, dy00 = 1,12 mi.mgﬂlacmmi,
= (3,48,

RTyr/Tr§
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Guadro VI - Composigao em amincacidos e carboidratos da hemaglutini

na do feijao Rosinha GZ.

aminoacidos * §/100g de proteina mol/mol &
Lisina 3,63 33,8
Histidina 0,76 6,7
amonia 2,35
Arginina 2,45 19,1
AEcido Aspartico 11,64 118,9
Treonina 6,50 74,2
_ Serina 7,66 99,1
Acido Glutamico 6,29 58,1
Prolina 2,81 33,2
Glicina 3,44 62,3
Alanina 3,63 55,4
1/2 Cistina tragos
Valina 3,63 42,0
Metionina ; tragos
Isoleucina 2,63 27,3
Leucina 6,43 66,7
Tirosina 1,60 12,1
Fenilalanina 5,13 42,2
Triptofanio 7 3,75 25,0
Carboidratos
Glicosamina * 2,12 16,1
Manose ° 8,30 62,7

2 Mol de cada componente por 136.000g de proteina.
b optido pelo método de Bencze & Schmid (9 ).
¢

Obtido pelo métode de Dubois et al. {&0}.

Hidrolisado em HCI 6N, por 24 horas, a 110°C e determinado em

analisador de amincacidos.



DISCUSSAD

0 estudo inicial de extragao e fracionamento das proteinas do fei-
jac Rosinha G2 {(Phaseolus vulgaris), foli feito procurando-se co-
nhecer a distribuicac da atividade hemaglutinante nas fragoes obti

das.

Existe na literatura, uma grande variedade de métodos de extragao
de proteinas de sementes, e aléem da complexidade das farinhas, as
condigBes experimentais sdo criticas na determinagao da extratibi-
tidade (271,29,31). Comparando-se extragoes em NaCl 0,5M, parece-
-nos gue © nimerc de vezes de extracao pode ser apontado como um
dos fatores determinantes na maior recuperagao atingida em nossos
estudos: 78,7% do nitrogenio total das sementes, frente aos resul-
tados de Smith et «l. {100): 76,2% de recuperagao, com uma unica ex
tragdo do nitrogénioc de "Kidney bean” (P. wulgaris). Por outro la
do, Ishino & Ortega (3%), utilizando uma extragao em cinco etapas,
recuperaram 88,4% do nitrogénio total das sementes do feijao

"Negro Mecentral" (P. vulgaris).

as proteinas extralidas do feijdo Rosinha G2 foram fracionadas por
diferenca de solubilidade apbs didlise. As protelnas precipitadas
constituiram a fragao globulina (GLB), enquanto aguelas que perma-
neceram s0liveis foram consideradas albuminas (ALB). Uma vez que ©
feijdo, como uma dicotileddnea, nao contém prolaminas (83), © ni-
trogénio remanescente no residuo insclivel, 17,% do total, deve
ser considerado nitrocénio nao proteico, insolivel, e glutelinas, sg
guindo-se a classificagao guanto & solubilidade; uma vez que uma
maior recuperacio pode ser alcancada com extragao em solugao de
NaOH, pH 9,0 (Sgarbieri, resultadocs nao publicados). A porcentagem

de recuperacgac de albuminas e globulinas em nossos estudos (Qua-
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dro 1I}, & semelhante & obtida por Pusztal et aql. (84): 25,7% para
albuminas e 47,0% para globulinas, ainda que estas fragoes tenham
sido separadas por diferenga de solubilidade a pH 5,0. Entretanto,
os resultados de Osborne, em 1889, segundo Evans & Keer (31):63,0%
para globulinas e 8,5% para albuminas, sugerem gue uma completa se

paracac pode nao ter sido alcangada.

anilises das fracbes por eletroforese de disco (Figs. 8 e 12} indi
caram, o gue poderiamos classificar de uma contaminacac cruzada en
tre as fracbes. Alguns componentes estac presentes em ambas, parti
cularmente © componente ¢,, que aparece em guantidades significati-
vas nas albuminas e glcbulinas. Do mesmo modo, a atividade hemaglu
tinante nao foi recuperada em uma unica fragao. Existe, contudo,
uma maior tendéncia em concentrar-se na fragao solGvel, uma vez
que as albuminas contém aproximadamente 70% da atividade total ex-
raida {Quadro II1}.

Quando as proteinas extraidas em NaCl 0,5M e as fragoes albumina e
globulina foram seguencialmente fracionadas por cromatografia emn
gel (Figs. 3 a 5), varios componentes foram separados, nao se ob-~
tendo contudo, uma clara resolugaco da atividade hemaglutinante. Cb
servou-se que a atividade ocorre, aproximadamente, em uma mesma
faixa de peso molecular no extrato bruto e fragoes albumina e glo
bulina. Estes componentes aglutinantes guando analisados por ele -
troforese de disco, revelaram-se heterogénecs (Figs. 9 e 12). 2
atividade hemaglutinante, pesquisada em géis obtidos paralelamente,
parece estar relacionada com a presenga dos componentes d-catddi-
cos e e-anbdicos. A interpretacac dos resultados foi dificultada
pela acentuada perda da atividade hemaglutinante das preparagé@s e
pela nitida tendéncia de agregagac entre os componentes constituin
tes de cada prepara¢ao. Assim, considercu-se os resultados insufi-
cientes para a afirmagao da presenca de dois grupos de hemaglutini
nas que diferem em suas solubilidades em meios de baixa forga idni

ca.

pusztai & Watt {(88§) observaram gque a atividade hemaglutinante de
sementes de "White kidney bean" (P, vulgaris), & causada por  uma
familia de glicoproteinas, denominadas isolectinas, que oCcorran
principalmente na fracac albumina, mas gue sao encontradas também

na fragao globulina. Apesar de apresentarem semelhangas em sua
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constituigao de aminodcidos e carboidratos, estas lectinas mostra-
ram diferencas por critérios imunc-quimicos (86}. Por esta razao
classificaram as hemaglutininas desta variedade em dois grupos, de

acordo com sua scolubilidade a pH 5,0.

apds o estudo de extragac e fracionamento das proteinas do feijao
Rosinha G2, procedeu-se a purificagao das hemaglutininas por cromag
tografia de afinidade em ConA-Sepharose e cromatografia em gel de
Sephadex.6~265, seguindo-se basicamente o método proposto por
Sessler & Goldstein (10). Procurcu-se, entretanto, evitar fraciona
mentos prévios do extrato por metodos convencionais, como precipi~
tacoes com sulfato de ambnio, a fim de previnir possiveis agrega-
¢cdes entre os componentes protéicos, como observaram outros auto-
res (95,68, Autilizagdo de cromatografia de afinidade no isolamento
de hemaglutininas & recomendada justamente por ser realizada £
condigoOes brandas, © que causa pouco dano a atividade hemaglutinan
te, além de possibilitar o isclamento em poucas etapas, O que pro-
porciona a obtengao de altos rendimentos (24} . Como mostram os da-
dos do Quadro III, a preparacac aglutinante obtida nesta etapa da
purificacdo, componente CII-Af, contém cerca de 60% da  atividade
hemaglutinante total, correspondendo a um grau de purificagaoc de

4 vezes em relagac ao extrato bruto.

As reacodes de hemaglutinagao, realizadas em placas de acetato de
celulose, mostraram-se uUteis para a localizagao das hemaglutininas
nas diferentes separacOes cromatograficas, pois permitem a apresen
tacdo de um quadro geral e comparativo da atividade nas fragoes co
letadas. Contudc, como a titulagac foi realizada por métodos semi-
~-guantitativos, & dificil assegurar-se precisamente © grau de puri

ficacao e a recuperagao da atividade, o que dificulta uma analise

comparativa dos resultados. Ainda assim, pdde ser observado gque
nossos resultados sdaoc semelhantes aos reportados por Bessler &
Goldstein (10), para o isclamento da hemaglutinina de "Wax bean”
(P, vulgaris). Contudo, o grau de purificagao atingido & bastante
inferior aos obtidos por Felsted et al. (32) e Leavit et al, (58),
respectivamente 25 e 18, no isolamento da hemaglutinina de "Red
kidney bean" {F. vulgaris), por cromatografia de afinidade em

tiroglobulina-Sepharocse.

0 perfil eletroforético do componente eluido por a-metil-D-manopi-



vyanosideo, componente CITI-Af, mostra a existéncia de uma familia
de glicoproteinas de mobilidades relativas muito proximas. Pelo me
nos 5 componentes puderam ser revelados a pH 8,4 {Figs. 10 e 12}.
Os componentes ¢, ig e d2 parecem constituir a hemaglutinina, con
tudo, uma acentuada  diminuigac na atividade hemaglutinante fol notada
em direcac ac anodoe, sugerindo gue O componente &2 & ¢ menos res-

ponsavel pela atividade hemaglutinante.

vachnin et al.{116) propuseram ser a hemaglutinina de "Red kidney
pean”, composta de 5 glicoproteinas tetraméricas, formadas de sub-
unidades responsaveis pela eritroatividade (E) e atividade mitHti-
ca em linfdcitos (L); de modo que seriam possiveis as estruturas
E, EsLq, E L, E1L3, L. Felsted et al. {33} observaram que © per
£11 eletroforétice, a pH 4,5, do componente isoclado por cromatogra
£ia em tiroglobulina-Sepharose, mostrava claramente a existéncia
de 5 bandas de gligoproteinas, sendo a eritroatividade relacionada
com os componentes catddicos e a atividade mitGtica com o0s compo -
nentes anddicos. Em nossos estudos, o perfil eletroforético, a
pH 8,4, do componente isolade por cromatografia em ConA-Sepharose,
mostrou gue a regiao biologicamente ativa & composta de pelo menos
3 grupos de glicoproteinas. Embora nao se tenha pesquisado a ativi
dade mitdtica, o comportamento eletroforético poderia ser interpre
tado de acordo com a estrutura proposta por Yachnin et al. (116). ©
componente &, poderia ser formado principalmente de estruturas Eé,
o componente dZ de estruturas L, e 0 componente d3 de combinagoes
de ambas subunidades. Contude, a existéncia de variedades de
feijdo nao mitogénicas, ja foi confirmada (42,88} . Assim, a presen
ca de diferentes subunidades contendo diferentes atividades biold-
gicas e, portanto, © nimero de isclectinas possivels parece ser
mais complexo. Pusztal e seu grupo (86,88) afirmam que mais de cin
co isolectinas podem estar presentes, mesmo emnm variedades nao mito
génicas de Phaseolus vulgaris. Possivelmente as diferencas no nime
ro de isolectinas encontradas em diferentes variedades, possam ser
atribuidas as reacdes de associagdo e dissociacgao entre as subuni-
dades, contudo, o nimero exato de componentes e O significado dos
fatores estruturais responsaveis por sua existéncia nac estao com-

pletamente esclarecidos.

ouando a preparagac hemaglutinante, obtida por cromatogratia de
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afinidade, componente CII-Af, fol sequencialmente purificada pox
cromatografia em gel (Fig. 7}, a atividade foi eluida em um anico
componente, dencminado CII-R. Foi recuperado nesta preparagaoc cer-
ca de 50% da atividade hemaglutinante total, obtendo-se um grau de
purificagac correspondente a 8 (Quadro 111} . Embora este componen-—
te tenha apresentadc um perfil de eluigdo relativamente simétrico
e um comportamento eletroforético bastante semelhante a ocutras hew~-
maglutininas purificadas por varios autores (70,84,109), © grau de
purificagé@ atingido parece um pouco baixo. O perfil eletroforéti~
co desta preparacgac (Fig. 11), sugere a ocorréncia de reagoes de
17 dz

riam ser responsabilizadas, direta e indiretamente, pelo grau de

associagao entre 05 componentes e e dgg Estas reagoes pode-
purificacao relativamente baixo, atingido em nossas preparagoes.
Em primeiro lugar, isto impediria o isolamentc dos componentes cons
tituintes e em segundo lugar acarretaria uma diminuigao na ativida
de hemaglutinante especifica, possivelmente blogueando a atividade

da lectina mais reativa.

Dahlgren & Porath (25) também responsabilizaram as reacoes de asso-
ciacdo pela perda da atividade hemaglutinante observada no isola -
mento da lectina de "Red kidney bean". Segundo estes autores, embo
ra a afinidade das moléculas de hemaglutininas pelas paredes celu-
lares esteja governada por interacles especificas do sitio ligante
com os glicopeptideos receptores, outros tipos de forgas, de natu-
reza eletrostdtica, tomam parte na reacao de hemaglutinagao. Estas
forgcas que favoreceriam interagOes entre as lectinas participariam
no inicio do processc de aglutinacgac, propiciando a afinidade das
moléculas de hemaglutinina pelas paredes celulares, negativamente

carregadas no pH fisioldgico.

Forcas da mesma natureza explicam a afinidade das células sangui~
neas tratadas com hemaglutinina pelas paredes de vidro dos tubos
de ensaio, comc observou Forsdyke (35). Em nossos estudos notamos
que apds tratamento das hemacias com solu¢Oes de hemaglutinina, as
células aderiam as superficies de acetato de celulose, das placas
de hemaglutinacdoc. Esta afinidade era tanto menor guanto mais ai -
luida era a solucgac de hemaglutinina e mostrou-se reversivel, uma
vez que as células se soltavam facilmente das paredes com leves

agitacdes mecanicas, em forma circular, das placas de aglutinagao.
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Se deixadas em repousc, apds certo tempo, notava-se gue as células

novamente aderiam as paredes da placa. Estas evidencias parecen
confirmar a natureza polar das interagdes, se bem gue McKenzie
e+ 1. {70 ) tenham sugerido gue grupos de natureza hidrofbbica de

sempenham també&m importante papel na formagao de agregados gntre

molaculas de Concanavalina A,

roram estudadas algumas propriedades fisico-guimicas do componente
hemaglutinante, CII-B. Por eletrofocalizagao em gel de poliacrila-
mida, a atividade foi detectada no principal comptnente, de ponto
isoelétrico na faixa de pH de 5,5 - 5,7; evidenciando-se, princi -
palmente, a presenga de outro componente de ponto isoelétrico emn
pH 4,7. Embora este nac tenha apresentado atividade, © seu ponto
iscelétrico & semelhante a uma das isoclectinas de fragao albumina

de "wWwhite kidney bean", caracterizada por Pusztai et al. (86,88).
F

Foram estudados diversos parametros moleculares da hemaglutinina ,
jeloda ultracentrifugacao em gradiente de densidade e cromatografia
em gel. O seu coeficiente de sedimentagés, SEO,W = 6,9 : 0,3 8 fol
determinado, indiretamente, em fungac da desidrogenase latica. Con
siderou-se que a relacio das distincias de migragao das duas pro-
teinas no campo gravitacional & proporcional & relagao de seus coe
ficientes de sedimentagdc (Eq. I) (68). Isto baseia-se na suposi-
c3o de gue as distdncias de sedimentagado das proteinas sac linea-
res em fungao do tempo, © que parece verdadeiro para proteinas cu-
jos volumes especificos parciais sac inferiores a 0,80 mig_l {(108).
0 padrao utilizado tem um volume especifico parcial correspondente
a 0,75 mﬁg"l e apresenta caracteristicas estruturais semelhantes a

outras hemaglutininas de feijao (32).

A cromatografia em gel &, reconhecidamente, de grande valor em pro
cedimentos preparativos, contudo, poucos autores que caracteriza-
ram hemaglutininas, utilizaram-se de seu potencial analitico. Ja
foram propostos diversos modelos para descrever © mecanismo de se-
paragdo e relacionar a posigaoc de eluigao dos componentes com suas
propriedades moleculares (1,34,80). Ackers, em 1967 (2), sem consi
derar a estrutura do gel, assume apenas gue microregioces do volume
niao excluido estao distribuidas aleatoriamente, com respeito 208
tamanhos moleculares gue podem acomodar. Assim, sao obtidas rela-

¢Oes lineares entre ¢ ralc molecular dos componentes e a funcao de
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erro complementar inversa do coeficlente de distribuigdo na coluna.
Fntretanto, este coeficiente & definide considerando—-se apenas o
1iquido de embebigdc do gel como fase estacionaria, nao levando em

conta, portanto, interagoes dos componentes com a matriz do gel.

como a hemaglutinina tem a propriedade de interagir com carboidra-
tos, pode-se esperar gue seja retardada em sua velocidade de elui-
cdo devido a interagles com o Sephadex. Dahlgren & Porath (25) @
Weber (712), estabelecendo uma compara¢ac da eluigao da hemagluti-
nina de "Red kidney bean” (P. vulgaris) em Sephadex e Biogel, mos-
traram que nac ha adsorgac da lectina pelo Sephadex, uma vez  gue
o mesmo volume de eluicao foi registrado em ambas as cromatogra-
fias. Estes resultados foram considerados vilidos também para a he
maglutinina do feijao Rosinha G2, para justificar-se a utilizacao
do método de Ackers (2) na determinacgao de seu raic moliecular de
Stokes. O valor encontrado, a = 438, foi utilizado para o calculo
da constante de difusac da hemaglutinina purificada {(Eq.VII). Fo-
ram feitas algumas aproximagoes como, considerar a viscosidade da
solucao como sendo igual a da Agua e a temperatura do sistema, que
nao foi rigidamente controlada, como sendo de 20°c. 0 valor encon-
trado & o mesme se utilizarmos o método empirico de Andrews {4),
que considera linear a relagac entre o inverso das constantes de
difusao e os volumes de eluicgac dos componentes. Este parametro €,
na verdade, a difusdo limitada pelos poros dos géis (§0), mas con-
siderou-se como sendo igual & difusao livre, definida como a guan-
tidade de matéria gue difunde através de lcmz, em unm segundo, guan

do o gradiente de concentragao & unitario (52).

whitaker, em 1963 (114) e Andrews, em 1964 (4), obtiveram por méto
dos empiricos, boas correlacdes lineares entre a posigao de elui-
¢do e o logaritmo de peso melecular de varias proteinas globulares
de baixo quociente friccional. Este métode fol empregado na deter-
minacdo do peso molecular da hemaglutinina obtida, e o valox deter
minado, M = 136.000 I 7.000, parece compativel com a faixa de peso
molecular de 116.000 - 136.000, encontrado por ultracentrifugagao

em gradiente de densidade.

O volume parcial especifico da hemaglutinina, Vo= 0,75 mﬁ,gmig de-
terminado pela equagao de Svedberg (Eqg.VIII) & bem seme lhante ao va

lorzﬁiﬁockaﬁf?ﬁﬁugwlckz proteinas globulares, apontadas por Andrews,



69

como padrdes tipicos. Contudo, como a hemaglutinina & uma glicopro
teina e, devido ao maior grau de hidratagac da porgao de carboidra-
tos, em relacac as cadeias polipeptidicas, pode-se supor uma estru
tura mais expandida para a molécula em solugac, e assim a hemaglu-
tinina poderia nao seguir um comportamento tipico por cromatcgra-

fia em gel.

A previsio da forma da proteina em solugao & um problema extrema -
mente complexo. Envolve a utilizagac de cdlculos e modelos aproxi-
mados e nem sempre 08 resultados sao suficientemente sifiniflcati
vos. Considerando o peso molecular da hemaglutinina, M = 136.000,
estimou-se a forma da proteina em solugdo, pela determinagao de
seu gquociente friccional, f/fo = 1,3 {Eq.IX) {(67}). Este valor analisadoc
pelo diagrama de Oncley, dado por Springall (7105) indica que a proteina po
de assumir gualguer combinagao de hidratacao e assimetria dentro
dos seguintes limites: 0,9g de &gua por grama de proteina e uma ra
zao axial, a/b = 6, se o modelo de um elipsdide de revolugac prola
to for escolhide ou a/b = 0,17 se considerarmos um elipsdide de re

volugao oblato.

Diferentes interpretagoes sac encontradas na literatura a respeito
do comportamento hidrodin3dmico de hemaglutininas. Rigas et al. {83)

determinaram f/fo = 1,225 para a lectina de "Red kidney bean". As~
sumindo a Agua de hidratacdo da hemaglutinina como igual & da albu
mina de soro bovino, 0,37y de Agua por grama de proteina (86}, afir
maram gue © comportamento hidrodin@mico era compativel com um elip
sdide de revolugdo oblato de razao axial, a/b = 0,33 ou prolato de
a/b = 3. Por outro lado, Pusztai & Stewart (86) escolhendo ¢ mode-
1o de um elipsdide prolato de a/b = 10, encontraram um valor para
o guociente friccicnal gue se afasta bem mais da unidade,f/fo=l,56.
Este valor, se interpretado pelo diagrama dado por Springall (105) equiva
le a um limite de hidratacdoc de aproximadamente 2,0g de agua por

grama de proteina.

Como citam estes autores, o elevado grau de hidratagao da molécula
poderia ser de enorme significado fisioldgico na germinagac e matu
racgio da semente, particularmente devidoao potencial de associagao
das hemaglutininas as membranas de organelas intracelulares, como
o mitocdndrio e os corpos protéicos. Contude, acreditamos que se

levarmos em consideracdc a grande tendéncia para a formagao de
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agregados entre as maltiplas formas destas glicoproteinas, parece
teoricamente mais viivel gue nac existam muitos "espacos internos”
acessiveis ao solvente e, portanto, embora tratando-se de glicopro
teinas, poderia esperar-se gue seu grau de hidratagao nao fosse

tao elevado.

a anadlise do espectro de absorgac na regiao do ultra-vicleta, da
hemaglutinina obtida, indica um comportamento tipico de material
protéico, sendo o perfil observado semelhante ao apresentadoc por

outros autores (89,172). A absortividade a 280nm fol expressa em

termos da absortividade especifica, e = mi.qwl

.cm ©, ao invés
1%, 1lcm

280nm *

anilises guimicas revelaram gue a hemaglutinina do feijac Rosinha

do antigo e confuso parametro, coeficiente de extingao, E

©2 & uma glicoproteina. O teor de aglcares neutros fol expresso em
fungao de manose e OS aminoagicares como glicosamina, gue segundo
a maioria dos autores sao os principais, sendc os Onicos, aglicares
constituintes da hemaglutinina de Phaseolus vulgaris (71,839). B
constituigdo em amincacidos & de certa forma semelhante a outras
hemaglutininas (§&,109). Nac contém aminoacidos sulfurados, que a
despeito da marcada perda destes aminocAcidos durante a hidrdlise
fcida, estd de acordo com os resultados de outros autores, que ve-
rificaram suas auséncias mesmo com prévia oxidagaoc com acido per-
formico {(58). Acido aspartico, treonina, serina, acido glutamico,
ieucina e fenilalanina aparecem como ©8 principais aminoacidos
constituintes da molécula. O teor de triptofanio, contudo, mostrou

valores mais elevados gue os comumente reportados na literatura.

Comparando-se as propriedades guimicas e fisico-quimicas da hema-
glutinina do feijao Rosinha G2 {(Quadro IV) e outras hemaglutininas
de Phaseolus vulgaris {(Quadro I) pOde-se verificar gque 530 sene-

lhantes em muitos aspectos fundamentais.



CONCLUSOES

nDiadlise por 36 horas, contra agua destilada, fraciona, por diferen
ca de solubilidade, as proteinas do feijao Rosinha G2, em dois com
ponentes hemaglutinantes. A atividade hemaglutinante especifica da
fracac sollvel {ALB) & guatro vezes maior gue a da fragao  insoll
vel (GLB). Eletroforeticamente, estas fragoes nac sac completamen
te distintas, contudo, a fragéo GLB & mais rica em componentes he

maglutinantes anddicos.

Apenas um componente hemaglutinante & obtido do extrato salino e
de cada uma das fracgoes ALB e GLB, por cromatografia em gel de
Sephadex G-200, em tampao fosfato 0,01M, pH 7,0, contende 0,15M de
NaCl.

Obtém~se do extrato salino, por cromatografia de afinidade enm
ConA~Sepharose, apenas um componente hemaglutinante. Esta prepara-
caoc separa-se, por eletroforese de disco, em géis de 8% de polia
crilamida, a pH 8,4, em pelo menos cinco compcnentes, trés deles
contendc atividade hemaglutinante, gue decresce em diregao ac ano
do.

Quando o componente CII-Af & sequencialmente purificado por croma
tografia em gel de Sephadex G-200, apenas um componente hemagluti
nante, CII-2, & obtido. A andlise eletroforética desta preparagao
indica a ocorréncia de reagOes de associagao entre seus constituin

tes.

O tratamento das hemacias bovinas, tripsinizadas, com solugéo de
hemaglutinina, provoca aderéncia das células a superficies de ace
tato de celulose. A partir da estrutura do acetato de celulose po
de-se supor Jue, sua interacao com as células, seda devido a gry

pos de natureza polar.
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A eletrofocalizagao em gel de poliacrilamida revela que o ponto
isoeldtrico da hemaglutinina esta em uma faixa de pH de 5,5 - 5,7,
contudo, mostra gue a preparagao nao fol obtida em um estado com-
pletamente homogéneo.

A hemaglutinina purificada apresentou um peso molecular de
136.000 z 7.000, um raioc molecular de Stokes de 43 T S e um coe
ficiente de sedimentacao de 6,9 z 0,3 S8, os primeiros parametros
determinados por cromatografia em gel e o Oltimo por ultracentrifu

gagdo em gradiente linear de densidade.

Julgando-se por seu volume parcial especifico, v = 0,75 mﬁngwl e
por seu coeficlente friccional, f/fo = 1,3, a hemaglutinina & uma

proteina globular e ndo & simétrica em solugao.

A hemaglutinina purificada contém, apenas, tragos de aminoacidos
sulfurados, mas & rica principalmente em acido aspartico e serina.

E uma glicoproteina, contendo 8,30% de aclicares neutros e 2,12% de

glicosamina.
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