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INTE?..AÇ.A:O DE LEC'l'INAS DE SE"f\tENTE DE JACA <Ar-tDcc:r-pus in.tegrifoli.a) 

E GUCOPROTEINAS DA SALIVA E SORO HUMANO 

1 - INTRODUÇli:O 

Desde o século passado é conhecidú o f"a:t.o de que e>.tt..1"at.os: de 

plantas~ apl.•esent.a.m a propr·iedade de a.glut.inar- hemácias (STiLLMARK, 

1806). Estas: s:ubst..âncias f' or-am inicialmente denominadas de 

Fitühern.oagltltininas:. Logo a s:e~uil", as substâncias que apresent.avam 

esta propriedade foram caracterizadas como sendo uma p:r-ot.•~ina e 

post.el"ÍO!'metYt..e í"o:r-am chamadas: de lectinas- {sovn te S:HAPLEIO~ 1954). 

At.ua1mente se conhecem lec-tinas t.ambém de ori~em aním.al e 

várias outl'·as px•opl"iedades bioló,gicas: foram descobex•t.a.s além da 

hemag:lut.inação, como <!l~lutinação de leucódt.os~ bact.érias, 

.a:t..i v idade mit.ogênica par .a lin:fócit.os reação de 

A a:t.iv1dade da lect..ina se deve ao :f"at.o de 

especificament-e com açúcares e como apresent.a dois ou mais: sit.ios dü 

Hg-açãu, ao :r"eag-ir com .&:licoprot..::inas que apresentam os açúcares para 

os são es:peciiicos, ocorr-e a !'armação de comple!<DS 

m.acl~omoleculat•es Le-ctina-Gl·icoproteinas, que são precipit.ados 

(C.KtL!JSTF:IN & HAYE:S 1 1.9'?8). 

A leci...ina de sement.e de jaca (A.últegrifolia) L em 

pl•opr,iedade de !'eagir especiíicament.e com residuos de s;alact.ose. 

Poi demonst.rado púl" ROQUE BARREIRA & CAMPOS-NETO (1984)~ qu;;:: 

es:t.a lect.ina r-eag"e e pre-cipit.a IgA do sox•o e secreções como colos:t.1~o 
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humano, uma vez que est.a glicopr-ot..s•ina possui redsiduos: de ~"-':tl.act .. ose 

em. sua molécula 

A IgA da saliva apresenta papel impor-t.ante na defesa cont..l•a 

cavidade buc.aJ~ como t.em sido demons-tr-ado pela 

maio!• incidência. de doenças: em individuas com ausência ou baixa 

quant.idade des:t.a gllcoproi...eina (LEOLER ot o.l, 1981). A quant.iflc.ação 

da IgA na saliva .apresent.a grande int.e!"esse no est..udo das doenças 

bucais. At.ualn-tent.e-~ a dos:a:;em de lgA é f"eit.a at.ravé:s: de t.écnica deJ 

difusão em g-el, o que demanda uma série de pl"ocedirnent.os como: 

purificação, imunização de animais par-a obt.enção de soro especir-ico e 

padr•oniza.ção da t.écnica.. 

Se lect.ina da sement-e de jaca inLera;oir selet.ivament.e com o 

lgA di':t s&liva, €,st.e matA:~:r-ial seria de t;:rande utilidade no ést.udo da 

qu.ant.i:ficação da l~A salivar em di:í'erent.es patologias bucais~ assim 

como no ac-ompanhament.o da de anticor-pos salivar·es após 

lmuniz.ação, por exemplo, quando da 3\'Zlliação de vacinas ant-i-cárie. 

No presente trabalho procur-amos: det...er•rninar se jacalina, a 

lect..ina da :semente de jaca~ reage com a IgA da saliva, e se é 

selet..iva para esta gllcoprot.eina~ comparada às in.t.eraç~es com Ig-A e 

g:llcoprot.ei~ do so1~o já conhedda. 

12 



2 - REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 - Mecanis-mos: de de:fesa cont..r-a 

bucal 

micror·ganismos: na cavidade 

Na relação do homem com mict"or-ganismosp como as b.act.éria.:;;~ 

..a.l{;un:s: aspect..os são int.ex-es:san;t..es. A pl"esença de bact..é:r-ia.s: na maiox-ia 

dos: t.ecidcs p:I<ovoca int~ecçkio, que result.a na eliminação das bact.&r-1as 

ou na mor-te do hospedeir-o. Ent..r-et.ant.o,. a presença de micr-organismos: na. 

supe:c-f"icie da pele e da mucosa é bem t.olel'ada e a:t..é mesmo henén ca 

numa l"elação de simbiose. O tipo e o número de bactérias: v.tu~iarrt 

conf"orme o local, adapt.ando-se m.icx-or·gards:mos: que vão cons:t...it.uh.. a 

microbiot.a humana habit.ual. 

Na cavidade bucal as bact.é.r-i.sus se conce-nt.r-am e-m dií"i":>!"&ntes 

X"ee,;iões :formando os chamados "nichos ecológ-icos bucais" (MORHART, IJ;. 

FrrzoERAL.O, 1984)~ como dor-so da llng-ua, 

bucal, sulco €:e~ival e a saliva, que é urna mist.u:r-a de bat:.~t..êr-ias: 

cornponent.-es dos vários: nichos. 

o desequilibr-io na qualidade e quant.idade 

micr·orga.rdsmos, alt.e-.x·ando a micl"obiot.a habit..ual, é que pode cont.~~ibt.tb.' 

para o stll'girnent.o de doenças. A nrlcl"obiot..a bact.et>i.a.na n.-s. cavidad0 

bucal é in:fluenciada por- dive:r-sos .íat.ox•es:, t.a:is como a presença de· 

dentest hábitos diet.ét..icos: e de higiene e 

-:r-elacionados a pr-opriedade-s f1sico-qu1micas saliva~ como fluxo~ 

capacidade t.ampão e prot.einas com at.ividades ant.irnic:r-obi.anas. 

Dent.l"'e .as: p:r-oteinas da saliva que apresent..am at.ividades 
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ant.imicrobianas :figur-am as enzimas. 

A tisozima ou mur-amidas~ com PM de 14000 1 tem a propr-iedade 

de hldrolisar as Ug;ações ~ 1-4 ent..r•e ácido N-acet.il ~lucosamJn:a. 

const..it.uint.es da parede celular- de bactérias (NJ.::wnRuN, 1923). Maior 

concent.l".açã-o de li.s:ozima é encontrada na saliva secret.ada pel..-2l.5: 

glándulas sublin~uais sub mandibular-es ÚlOE.RMAN, •t al, 1956). A 

Hsozima não lls:a e nem previne o cresciment.o de cult.uráS de b,;:u.::t.é!'i.cc~!.;:. 

predomina.nt..es na cavidade bucal do homem (oi.osoNs, et a.L, 1966)_ A 

at.ividade da li.sozima~ na saliva t.ot.al, é signi:ficant~eme·nt.e w.aior-

crianças llvt~e de cál. .. ies, qu.an.do comparada a g:r·upos sus:cept.iveis 

(TWE"fMAN, .a-t aL, 19Si). 

A ef'iciência da lisozi.ma em especi"fic;::VYl.en"t.& 

mic!"oi•ganis.mos cario~ênicos, t.em sido demons:t.rado, 

pPovavelmen:t...e inf1uenci.a o equi11brio ecolóf;ico da microbiot~.a bucal_ 

A Lactoperox.idase uma ~licopl"ot.eina com at.ivid.afl"?' 

en.zim.átAca, que inibe o met.abolismo bact..eria.n.o at.ravés da cmidação do 

t.:tocianat.o na pl"esença de peróxido de t'Ol"mnndo ion:s: 

hipot.iocianit.o~ que com. gl"upos sulfidril;;i.S de 

~act.erianas~ promovendo sua inat.ivaç.ão (NEWBRUN, 1983). 

A L.actoper·oxidase t.em peso molecular ~m t..orno de 78.000 

contém 8 lig-ações di.ssulfidicas~ um g-rupo heme, 0,017% de íerr·o e s0u 

con.t.eUdo de capboidrat...o é em tor·no de 10% (:r:Rxcs:oN, s.: MAkiNEN, 1986). 

A Lactope~~oxidase é ativa contra micror.ganism~os que acumul.·o~m 

como Lact.obacillus acldophylus: e 

gr:mng_ris~ pr·ova.velment.e por- impedir o acúmulo de lis:ina e ácido 

glut.â.rn.ico, a.núnoâcidos: essenciais: ao cresciment...c. bact.eriano (CLEM, &.: 



KLEBANOFF. 1966). Ent.1•et.ant.o, não encont.rad&s .diferenças 

.significat.iv:o1s nos: niveis: de lactoperoxida.s.e nas: secreçl:5es das 

_t.-Jându.Las: r.a.t>ót.ida"""' .,_ ""ub•·nPi'dibul.a"""·r' d~ i ··1 id 
'b ~~ '""' = = '"' • ... """"'" = na v uos suscept.lveis e 

;r.esist.ent.e-s à cár-ie dental (zENao, 197:D. 

Além da lactoper·oxidase- a ant..imicr-obi.ana 

glicop!'ot.einas: da saliva exel"cida por out.ros mecarrlsmos. A 

lacto fer-ritina é uma ~licopl'ot.eina com peso moleculai· em t.orna de 

ba.ct.et~iost.á.t.i.ca (ORAM, & RE!TER, 1968) e bact.el"iCfda (ARNOLD, ~t a.t, 

capacidade de quela.çã'a de ions: ferro, diminuindo 

disponibilidade deste elemento par•a. a nutrição bact.eriana. 

Aclutininas não imunes, são gllcopi•ot.E.~inas de alt.o peso 

molecula.t· con.st.it.uida.s por 15 subunidades: cada uma com peso molecular, 

em t.oJ"no de 460.000. Seu cont.eúdo de ca:I"boidrat.o é em t.or-no dE 4~)%~ 

sendo f'":r-equent.e a presença de t'ucose. Estas g-UcoprotAo..fnas apresen:tam 

a capacidade de rea~i:r- e ~lutinar- bact.éi•ias: da cavidade bucal na 

pr-es~nça de lons cálcio. Sua coru::ent.l'ação na saliva da par·ót.ida é 

baixa, em t..orno de 0,001%t mas sua at.ividade ag-lut.inant,.~ é 

ext.remanHs~nt..e alt..a. Concent.l."ação de 0,1 micro:;rama 

" a 10 baf.::t.érias: {ERICSON, & RUND!WREN, 1983). 

quanto a sua pPopt'iedade de interagir com 

bucal_ Para elucidar o e:feito p:r-otet.or do s:ist.ema imunet na fol"m~;;,_ç.2io 

de cáries dent..árias, t.em sido c:or·relacionado maior incid~nda de cáP~e 
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dental em individues J:>Ol"t.ador-es de imunodeficiência (LEOLER, . , al • 

1981>. Em 1~at.os t.em sidç, t-est.ado o e-feit.o de vacin<-:ts: p.;2U'<a aument.ar a 

te,redn...-·ão de cárie dental (McGREE. "'t l 197'5 197') -.,. O.. - ~ liil TANZER, Q't al., 3 . 

A imuno~!obulina predominant.e 

p-roduzida por- plasanócit.os situados nas 

na saliva é a Ig-A~ sendo 

glândulas salivares 

menOl"f!S. A est.rut.ura rnolecuJa1• da Ig-A da saliva e de out-ras secreções 

é dif"e1~ente da l~A s:é:t·ica. Nes:t.a ólt.ima_, ;;t f-ol'ma pNi!dominant.e é 

monomérica, enqu.ant.o que na saliva o pr-edominio é de complexos 

molecular-es ccnst.it.uidos por moléculas de !g-A (PM 160.00(1), ligadas 

pela cadeia pept.jdica J <PM 15.000 ), e o component.e glicopl'ot.eico, 

diSSUlf"idicas, f"ol."Jn;C.tndo dimeroS (HALPERN. & J<OSULAND. 1970; M.ESTE:Cl<Y, 

1971). Est.e complexo, conhecido como 1:;-A secret.c.n:-·a, é- pr-oduzido pol" 

do-is t.ipos de células:. Enqual"lt.o que a lgA e a cadeia J são secr-e-t.adas 

pelos: plasmóc:it.os1 o componente sec:r·et.ol' -é unida a l,g;A dimé1•ica, 

duran-te seu t.l"anspor•t.e se-let.i.vo at.ravés das células do epit.élio 

sec:ret.o1~ ~ pai' a o lume-n ~landulal' (KILIAN • BRATTHALL, 1986)_ A 

e:omponent,e secret.-or- coníere uma impor-t.ant,e propPied.ade lgA 

secret.or-a., que é a maiox- r-esistência hidrol:lse po:r- enzimas 

prot.eolit.icos produzidos por- miclr'Ol"ganismos: 

('l'AUDMAN, M. A. , ... t o.L, twa). 

Dua~ sub-classes de l~A; e lgA 
z 

sido ident.i.f.icadas 

no sor-o e secr-eções hunmnas:. A IgA .t co-T'r-esponde a cer-ca 

I~A sérica enquant.o que nas secr-eçí:Ses ext.e-:r-n.as: a 
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Cunção bioló~ica d;as; sub-cla'Sses de I~A é pouco conhecida. Ent.ret.anto, 

t.em sido que a Ii!:A é 
' 

s:uscet.ivel a enzjmas como 

dafo:t•mação da placa d-ent-sl como o St.r-ept.ococc_yg mitior~ St.I•ept..ococus: 

sang-uis ent.:t-.e out.l'as bact.ér-i.as (J<It...:tAN, &>t al, 1933). O component.<?: 

secl'et.or- não prot.ege a lgA
1 

que é queb:r-ada a.o tÜVél da c-adeia. pesada, 

pet·dendo sua at..ividade de ant.ico:t·po pela ação da prot.ease IgA 
1

. 

A I~A como as: demais imunog"iobulinas humanas~ apresent.,run na 

sua molécula uma quant.idade de Cal""b-oidra:t..o ca.ract..er•ís:t.ica de cada 

classe de imunoglobu1ina (cLAMP, & PUTNAN, 1967). 

O component.e de carboidl'at,o de l~A é em t..opno de 8% de seu p~ 

s:c. Os açúcares es:t.âo preserrt-es na cadeia pesada 

KORNFELD, f974a). A I A 
g ' 

t.em oligoss:acarideos adicionais ligados 0-Gl!_ 

cosidicrunent-e à cadeia pept.idica.. Resíduos N-acet.il-galact.os~amina e g:~ 

do-a da IgA e de out.x•.as imtu"tot;lohulinas (nAENZ.ioRR. & l<ORNFELn.1974b) 
z 

2:.2 - Lectina.s: 

2.2.1 - Aspectos Gerais 

Ht'-t ce-r•ca de um século, enquanto est.udava a t-oxicidade de 

eh't.t·at.os: tóxicos de Ricinus com:rm.J.nis, STlLWARK, (1888) ú:z a primeiT·a 

obse-r-vação de que este aglut,inava hemácias de di versas 

espécies:~ e que a subst.ãncia. quF.!' a.pl'esent.ava est.a propr-iedade era. uma 

prot.-eina t.ipa globulir-...a e a denominou "r-icina ... 
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Estes t.l"abalhos iniciais~ at.rair·am a atenção de Paul Ehr•lich, 

do Ro~.tal 1ns:titute Of' Experimt:mt.al Therapy, F.r-.an.kf'Ul:'t.. El"" ut.ilizou as 

at;lut.inir.taS- de plantas: como modelo de ant.i~eno. Es:i..a..s: subst.âncit't.."i: eram 

f'áceis de serem p:r-epat'adas: em €l'a1'ldes quant.idades~ eram est..áveis e 

nl.ais import.ant.et quando injetadas em animais, causavam a pl.~oduç.ão de 

ant.ico!'pos que inibiam~ t.ant.o a atividade tóxica como a aglut.inant.e, 

:facili'l.aru:io seu estudo "in vitro'". 

Apesru~ da PJ."epar>aç.ão usada p-or Ehrlich, ser- um ext.rat.o brut.o 

não purH'icado~ jâ em 1890, ele f'o.i capaz de estabelecer- alg-uns 

f'undament.ais da imunolo~ia (EHR.LXCH, iB91a, 1891b). 

exemplo, at.r-'avif.s de soY.o imune ant,il"icin.a da at.ivid~ide aglutinant.e do 

ext..rat,o de x·idna, ele demonst.t~ou que existia uma relação quant.it.at.iva 

ent.t•e a quantidade de arrt.is:o!"o e o ant..1g-eno que podei>ia ser neut.Pali­

zado, :r-e3lizando a pl~imeb~a determinação quanLit..at.iva de ant.ico1~pos: 

Ehrlich most.l'oU q:~te car;l.undongos foram prot.e~idos cont.r·.&. uma 

dose let-al de ricina, qu~ .. n.do submetidos pr-eviament...e 

subcut.âneas: de pequenas doses do ext.rat.o 1:..6>..-ico. Ent.ret.ant.o, sor·n 

nS:ío prot..eg;eu os animais cont-ra o:s: efeit.os t..óxicos de 

tóxico de abrina (Abrus precat.orius} e vice-versa. 

exper·iment..o evidenciou a especi:ficidade da respost.a imune. 

Eht•li.ch t.arr,bém mos:t.l"OU que a imunidade às t..oxinas er·a 

t.:r·an..~t'e:r•ida. da mãe para a pl."ole, dul"ant.e a r;est.ação e a:l-ravés do 

lei t.e, após o nascimento. 

A nat.ur-eza prot.eic.a da l"icina :foi demonst..r-ada como sendo albg 

mina at.l"avés de precipit.a.ção com á:Jcool por osaoRNE. .al ol em 1905. 
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A selet.ividade das ag-lut.in.inas ve€et.ais foi evidenciada por-

LANDSTElNER, RAUBITSCHE:K, (1908), quando estabeleceram que a 

.&t.iv:l.dade- hema{;lutina.nt...e de vár-ios ext.1 .. at.os de sementes: :foi di!'erent.-e 

quando t.est..ados com hemácias: de dif·e~'•n" L>.'"' "'~ni ai A i • • d ... "' .... =., ~ m s. s:s: m, ex ... I'ao...o e 

semente de e:t"vilb.a. :foi muit.o ef'et..ivo em a:;lut.inar hentácia.s de coelhos, 

lnas; pouco ef"et.fvo em l"elação a hemácias: de carneir-o e pombo, enquanto 

que hemácias humanas t·oram for-temente a~lut.inadas por ext.r·at.os de 

feijão e, fracamente aglutinadas por- e:<t.I"at.os de e:rovilha e lentilha. 

A px•irAeir-a pu:r-iíicacão de ag:lut.irrlna ve~et.al foi r-ealizada 

POX' SUMNER, (1919), quando obt-eve conc.anavalina <Canavalia 

de precipit.a.ção salina cr>is:t.alização. Este 

pesquisador, junt.ament.e com HO'WELL, oro t~6> :r-elat.a:t'am que além de 

âglutinal." hemácias,. a concanavalina A, t.ambém pr-ecipitava ~licogênio 

em solução e a at-ividade hema~lut.inant,e er·a inibida por- açúcar- de 

cana, su~el"indo que a r·,eação da aglut..inina de plant..a ocor·:t"1a com 

c:arboidr-at.-os da superficie das hemâcia..c;;_ 

A especi:ficidade das fi Lohemo~ lut..ininas diierent.es 

çupos sant;uineos, !"oi desc:r-it.a. independent.ement.e quase à mesm.<'1 época, 

de Phaseolus Umen:sis e V'-'-ic=c=l=a'--=c=r~a"'cca aglutinavam somente hemácias 

do t.:ipo sanguiwô:!o A, enquanto que ext.:r-at.cs de ~s t.et.ragonol:~us~ 

~lut.inavam hemácias do t.ipo O. Est .. es conheciment.os cont.ribui:r-am de-

que caract.er-izam os {:;l:'Upos s:anguineos: do sis:t.ema. ABO. 

No começo da década de 50, WA"rKtNS, &: UOROAN, {1952) e 

1 9 



t.ipo A pol' Phase-olus limensis~ f' oi inibida pox-

N-Acetil-D-galact.osamina e que a aglutinação de hemácias de t.ipo O 

pela lect.ina de ext.l"at.o de ~t.us: t.et.rag;onolobus f"oi inibida pela 

L-:fucos:e. Eles intei."pret.ai<am e.st .. e:s achados, como indica:livo que est.es 

açúcar-es são det.el."minant.es e conferem especi:ficidades: ãs hemácias A e 

O l'espe-ct.ivament.e. 

Em 1954, BOYD, 11c SHAPLEtH, sug-el'iram que est..as ag1ut.ininas: de 

plantas: a-Lé ent.ão chamadas de fit.ohemoag:lutininas:: e que apresentavam 

espE.•cincidade para gr-upos sa.nguineos, :fossem denominadas: de lect.inas* 

palavra originár-ia do lat.im lecer-e~ que s:ignit'ica escolher-. 

Em 1960, NOVEL. relatou que lect..ina. ext.r-aida de sement.e d~ 

ou seja, est..imuLsva a 

mit.ose de li.n:fócit.os. 

A atividade de lect.inas em aclut ... inm" cêh.tlas neoplàs:icas foi 

pl"im.eil'o demcnst.:r-ada pol" AUU, ç,t a.L (1963). 

M:ét.odos de pu.:r-if1ca.ção de lect,inas fo:r•am dese-nvolvidos e a 

publicação pioneira foi de AORA\oiAL, & GOLOS'l'ElN, (1965). Es:t.es: .aut-Ol:•e-S 

se bas:eru~wn no :fat.o de que a Concan:avalina A, com especU'icidadé> par·a 

D-gllco:se.r rea~e com Dext:r-an e desenvolver-am uma técnica simples/ pax·a 

o is:olament..o da lect.ina~ a p.ro:'t.it~ de ex+ .... l'at.o brut.o pol" meio de 

.ads:orção es:peci:fica em coluna de Sephadex-Dext.:r-an se~uida de eluição 

aom D-:;licose. 

Em 1972 ~n"• "AN ol -' .,.,.., .... ,enci2'lr-ant os aminoácidos da , ... .,.... ' cu.~ ""'"'"'-l-

Concana.v.alina A e ao mesmn tempo, independente de outr-o e;:x·upo, 

da -Concanavallna A. 
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A presença de lect.inas em mami:fero:s f' oi revelada pela 

e-xist~ncia de um.a pl"ot.eina hepática especi:fica p.a:r-a D-Galact.ose~ cuja 

:função pa!'ece est.a!' J"el.acionada ao met.abolis:mo de g-licoprot.einas: 

A part.icipação de lect.inas na aderência bact.eriana I oi 

demonst.:t'ada pela presença de lect.inas especií'ica:s: pal"a D-manose, em 

f'imb:r-ia..."'ít, na supel~f'lcie de microrganlsmos, como a Eschel"'ichia coli 

{on::~<: êl a.l~ 1977). Evídência de que est.as lect-inas es:t.ão envolvidas 

no inicio do processo infeccioso, foi obtida quando se demon.st.:t'ou que 

:in:fecção do t.rat.o Ul"inál ... io em carnundon~os, por Escher-ichia coli ma.nose 

especif'ica~ podel"ia set" prevenida por· met.il- a- D-manos:ideo (ARONSON "'t 

a.l, 1979)_ 

2.2.2: - Interação de- lect.in.as e glicopPoteinas séricas 

Devido a especificidade das 1ect.inas: em r-eagir com !'esiduos 

de açúcares e &JYPesent..arem mai.s de wn sit..io de libação, podem l"ü<2!gil:· e, 

precipital:' g:licop1~ot.eina:s: em solução :formando ag!'e~ados 

insolúveis lect.inas glicoprot.einas. 

Os px·imeiros est..udús dit'igidos a est-e a:s:pect .. o das le-ct..in::ts~ 

NAKAMURA ot al (1960), quando 

pl'e-Cipit.ação de p:r-ot .. einas séx•icas humanas pelo ex:t ... r-at.o de- s:elnBnl-!'..!S 

d 1 • ~ di~u,.,'21o enl rel d~ Can.avalia ensH'ormis. At..r-avés e e e ... ro~. orese e .1. .......... .,. 

.a.garos:e, det.ect.at>am x-eaçêles: de precipit.ação - (l P"lobulinas com Ot:l, ..... 
2

, a 

e provavelmente com gama .globulina. 
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RARlUS: & nonsoN (1963),. também observ.':!ram reação de ext.r-at.os. 

de Cana-valia ensiíor·mis com pr-ot.einas. séricas:, ident.ificando 

de alf'a-2-m.act .. ot;lnbulina, imuno;t;lobulina M, bet.a 

llpoprot.eina, cer-ulopla.s:mina h.ap'Log:lobina. Reação t..ambém foi 

det.ect.ada com soro de pacientes: com mac:r-oglobulinemia~ 

estudando a de lect.ina de 

Canavalia. ensílormes com e IgG sérica, numa t.ent.at.iva de 

&lêm de l~M eram precipit.adas. 

A lect-ina de Lens culínarís:: rea~e com resíduos de a D-glicose 

e a D-manos:e (vouNa, ióll a.t. :1971), precipit.ando diver•sos componen'tt:$ 

do huma.n.o e<-2 m'81c!'og-lobulina~ 

A lect.ina pi"esent.e no ~erme de t.rigo, TrH .. icum vulgaris:f 

l.,.ease com :r·esiduos N-acet.il-glucos:anrll (aOLDSTEJN & HAYEs, 1978)~ e 

com as 

hapt.ohemog:lobu!ina, 

gllcop:r-ut..eico_ 

pla..sanát.icas: a-2macroglobulin . .a 

ce.l"'ulopla.s:min.a, hemopexina 

complexos 

ácido O< 

' 

42.3 - Interação de lect.inas e- gilcopt'ot.einas: de sa.Uv:El!. 

Par-a explicar o meca.n.ismo pelo qual b.act..érias do .gêner-o 

Str-eptococcus, se fl!){Bm a super-flcie dos dent.es, hipót.eses t,em sido 

elaboradas. 

ROLLA~ ot at (1977), que ocor-re 

primeiramente por atrações elet.rost~át.icas, mediada pOl" ions caldo, 

ent.re element.os com car~a elét.ric.a net;ativa, pa:rt..iculal"'mente acidos 
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llpot.eicoico d.a s:uper:ficie das bact.4l"ias: e consrt.it.uint..es da s:uperf'icie 

dos den1:,es,. t.ambém com c.a:r•ga ne~at.iva. 

Out.:r-a hipótese I>elat..ada por OIUBoNs:, (1984)1 afi1~m.a que o 

Streptococcus.· mutans, se f'ix.a ao dent.e at.l"avés de intex·a.ções de 

cotnpc..nentes de sua superflcie, denominadas adesinas e suhst.âncias da 

saliva} pr-esentes na pelicu!a adquil..,ida., na supel':ficie do esmalt.e. O 

acúmulo de micror-€anismos. é favol'ecido pela sint.ese de g-licanas ext.ra­

celulares~ at.l"avés da ação de €;'licosil tr-ansfer·as:e sobr-e a s.ac.ar-ose. A 

li€):ação das adesinas: ocorl"eria po1• int.el:"ação t.ipo lect.ina ou :fo:r•ças 

hldrof"óbica".õ: com açúca.r-es: presentes ni!\S glicopr-ot.eina<>: da pelicuL.~ 

adquiridaJ ou com out.ros l"ecept.ores nos dent.es. 

Glic-op!"ot.ein.as com elevado peso molecular apresent.am 

propriedade de- ~regar bact.é:~: .. ias componentes da placa bact..e;r.ia'"la 

(OIBBONS, • SPJ:N~LL, 1970; HAY~ 1971; KA:S:HKET • IJONALDSON, 

1972). Po:r- out.l"O lado g-licoprot.eina<S t.ambém de alt.o peso molecular se 

ligam a hidraxiapat.it..a do esmalt .. e,. for-mando a pelicula adquirida 

(ER!CSON, 1968; SONJU &. ROLLA, 197$). 

Expel~iment..os reaiizados por OlBBONS, • (1979), 

demonst.rru"am que a aderência. de 8 cepas de Str-eptococcus mutans à 

f'oi inibida pOl' 

g-alact...os:e, melobiose e .algumas .a.m.inas:. Es:t.es: l"esult..a.dos sucerem qu~ 

ades:inas int.er-agem com a.çúcal'e& present.es nas 

pebcula adqu:\rid..~. 

MIR'fH .:;,t o.t (1979) demons:t.r,a.ram que a capacidade da saliva <2m 

Str-eptococcu~ mutans inibida, s:e f: asse previamente 

incubada com lect.ina de gel"rne de t.rigo, que ap:r-esent.a especiHcidade 
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pax·a N-acet.il~lucosamina, e que a adição deste açúcar- t'est.alll"a a 

at.ividade- .attr·e~ant.e. 

NON.AKA <01t al (1981), most.t~ar-am que a atividade aglut.ina:nt.e da 

saliva pa1 .. a ~uman: cepas de ~tret::Jtoco.ccus mutans t'oi inibida pela 

concanavalina A lect.ina com especificidade ps.r-a ~licos:e a manose, e a 

at.ividade aglut.inar.t.e da conca:navalina A par-a out..J:>as cepas foi inibida 

pela saliva. Estas interações não Coram .t•eproduzidas: com outr·a.s 

espécies de bact.ê:r-ias como o !!_tr-eptococcus: mitis: e S.sanguis:. MIRTH ct 

a.t (t9Sü, também demonst.raram que a atividade a~:r-e~ant.e da saliva 

pal"'a Streptococcu~- mutan~ f' oi ini.bida pela concanavalina A e- leci..lna 

especifica p&r'a fucose e revertida pela adição do açúcar es:pec1fico~ 

gllcos:e~' manose ou :fucos:e. 

A inter-ação de lect.inas p:l"es:ent.ea em alim~nt.os com 

que lect..inas de alimentos podem int.e:r-agil" com cornponent..es:: da saliva e 

~treptococcus mutans. 

At..I"avés do modelo de €rãos es:féricos: de hidroxi.apat.ii .. a. qur.,. 

após incubação com saliva rep!'oduz in vitr--o as: condições de pellcula 

.adquirida sobre a superfície dos dent..es, o:ulnoNs & PANI<éERS, (19B2) ,. 

de 

aglut.inin.a de ~erme de- t.rigo~ soja, Ule:x: eur-opeus e amendoim a 

part.iculas: de hidro;.dapat.it.a t.x-at..ada com saliva.. Observaram ainda que 

di:fex-ent..es !'ra.ç(Se-s da s:aliva inibir;::-mt dif"el'en-t.es: lect.in.as:, t.ant..o na 
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ligação com saliva, como a atividade 

he.maglut.inant..e das lect.inas. Aglut.ininas de g-er-me de t.ri~o e amendoim 

:fol:"am inibidas: pela s:.aliva, de s:e lig-a.r• a celulas do epitélio buc~l. 

Os aut.or·es su"e.r-em que uma d~s funções da saliva e out.l'as secreções 

dig-.asd.:..ivas se:r•ia a de reduzir a int.e:r-.ação de lect..inas: present.es na 

die-t.a com a super-fície mucosa. 

A associação de lectinas de .aliment.os; com celulas do epitélio 

bucalt t·oi l'elat..ado por- o:umoNs f!< DANKERS, (19S3)~ quando demonst.ra..l'a.no 

que ao mast.igal• e inger-ir· amendoim ou ger-me de t.r·ig-o "in natur-a", f·oi 

possive-1 dot.ect.ôfU"' as :r·espect.ivas let:·t..inas em células do epit.élio bucal 

~ da llngua_. s-endo :l"e-duzida..<;:~ se as celulas íos:sem incubada"'.: com 

açúcar-es espe-cLf:lcos. Nest.e tx•abalho t.ambém relat.âl"am que a incest.ão 

do germe de t.x-.ff;o ou o pr-é-trat.ament.o de ce-lulas: epit.eliais com a 

lect-ina do g;erme de t.l~i~o, .:-v .. anent.ou signi:ficant.emen.-t.e o númer-o de 

S~reptococcus :?ant;·ui.s: adet>idas às: células do 12-pit.é-lio bucal. 

Os mesmos pe-squisadoi·es o:rs:aoNs: & DANKERS, (1996) relst.at•;;,.m 

que após a inges:t..ão de .amendoim e er-vilha ''in natura" t•estdt.ou numa 

r-eat.i vídad-e es:pecifica ent.re imunoglobulina A da com a 

lect.ina. purif"icada do alimerd .. o, suge-r-indo que as lect.in.<::lS t.ant.o :N?a~em 

corn. as molécu1.-as de IgA, quanto at.ua.m como ant.l~enos. 

Lec.t.in.as conjugadas a IluorE.<sceina ou a pél'OXidase t.em sido 

usadas no est.udo de gL.~ndula.s: salivar·es, -epitélio bucal nor·mal P 

inflamado. 

Tot.s:oN Gt. o.L (1985) usando diversas lect.inas conju~adas ;, 

:fluoresceina,. demons:t..l'aram que ~lândula salivar t.ipo s:erosa. con"Lém 

r;;Ucopr-ot.einas: com manos e- como principal .açúcar, enquant.o que 
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mucosas: t.em de f'ucose e acido 

N-acetil-,neura:minico nas: suas glicopl:"oteinas:. Est..a dif"erença. ent.r-e 

t;lândula se!"osa e mucosa pode ser mo:r·í"olo:;icament.e visuaHsada pelo 

t.!po dê lect.ina rn1.<:> se li.,. a .as: céluL-.,. .... cJ-~-e~ •· "o t. • d d '"'ll-- o ~ """- •-=...· "" = ..:l con eu o os 

duetos:. 

A ident.i:ficação de recept.or-es pa1:<a lect.inas nas dit·er-ent-es 

camadas e est.r-ut.u!"as do epitélio bucal normal at.r-avés: de conjugado 

lect..ina f"luo:r-esceina t.em sido est.udada por H:IETANEN & SALo,(1984). 

A demonstração de sit.ios par-a li~ação de lect.inas conju(;ada e 

pe-l'oxidase~ em gengiva inf!am.ada t~em sido l"ealizada po:r- MURASE et. al 

(1985). 

- jacalina 

prese-nça de lect.inas nest.a pl'epar.éção (MOREIRA s- AINoz,(1978). 

Ação mttogênica do ext.r-at.o de s:ement.e de jaca sobl"e 

populações linf" oci Lá:r•i.a:s: f' oi dentons:t.:roado po" BUNN-MORENO • 
C.AUPOS:-NE:TTO, (1981>, com atividade selet.iva células T, 

compa·r>ada a at.ividade de concan:avalina A e sobr-e células B ação 

mit.o~&nica não foi expr·essiva e só ocor-l•eu com. concent~.I'ações elev;:~das 

At.ivaçZo policlon.al de lint-6cit.os: B, pela J.q.calina, mo.s:t.r--ou 

.at.ividade superior ao PWl\i <Pokewed-mit.ogen), no es:t.bnulo à secreção de 
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imunoglobulin.as (BUNN-MORENO I!< CAMPOS:-NE'l'TO, 1981). 

A Jaca! i na es:t...imula linf"ócit.os hum.anos em cultul'as 

tn~octuu:irem gama-int.erí'eron (cRANE "l ol., 1984). 

Ao int.e:t~ag-i:t> com ~licpr-ot.einas: human..."'lS., a jacalina reag-e com 

l{I;A st?.t~ica e .s:ec!'et.or·a, at.r.s.vés de r-esiduos de D--t"alact.ose, 1na.s nJ'-ío 

com IgO e J~M ú~.ocn.nt-BARRE!RA & CAMPOS-NETTO, 1985). Esta propriedade 

t..em sido usada pa1.•a a pux•if"icação de I~A de colóst.r-o humano e para a 

quantificaçãO desta imunoglobulín.a em colôs:t.Po humano (ROQUE-BARREIRA 

& CAMPOS-NETTO, 1984}. 

A purificação da lect.ina, Jacalina, no ext..ra.t.o bruto de 

semente de jaca íoi :r-ealizada por cr-oma.-t..ografia de t.r-oca iônica 

(MOREIRA,& AINüUZ, 1981) e por- cromat.og:ra:fia de afinidade at..-l"'avés: de 

difei"«ent..es meios como: ê;Oma de g-uar (suRESHKUMAR et o.t, 1982), e-st.l-·oma 

de hemácias humanas, t.ipo AB (MOREIRA & OLIVEIRA,1983). lg-A-Sephal~a.s.:e 

CAMPOS-NETO, i985) e por- agarose D-galact.ose 

Ú'l.OQUF-bARRI-::utA. ""t e<l. , 1936}. 

No levantamento biblio_grát'ico realizado não :for-am encont..-!'ados 

ar-t.ig-os a respei.t.o da int.er-aq:.ão de lect.ina de jaca com glicop:r·ot.e-in8s 

salivar-es, a não se-r- comunicaçõ~s em. I~euniões cient.i:ficns (PAULlNO Dfi:. 

COSTA e. CURY, 1986; PAULINO DA COSTA Gl al. 1987a; PAULINO DA COSTA .;J"Í 

at, 19$7b; :PAULIN"O DA COS'l'A G>t o.t, 1989)~ dos: dados: pa:t"ciais dest.o 

t.rabalho. 
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3 - MATERIAIS E Ml:TO!lOS 

As. sementes :for-am obtidas: de Irut.as do comércio local. Após: 

l'entoção dr~ pelicul~ b!"anca e a escur•a que envolvem a semant.e, el.:-:1.s 

f'or-am conservadc-"lS no congelador-, à -10"'C. 

As foram t.rit.ur-adas em liquidi:ficador 1 10 

min.ut.os, na pl~opor-ção de ig de s:ement.e (peso úmido),_ pa:r-a 2 ml de 

solução salina de NaCl 0,15 M, em t.a.mpão :fost''at.o O~Oi M, pH ? 72, 

contendo 0,01% de azida s6dica <soluç~o PBS, a qual f'oi us:-ada t>m t.odos 

os expe>:>im.ent.os. 

A ~xt.r~ação se procüssou, em g-eladeira a 4<>C~ por 24 h-o"'t'as, 

com ag:i"lação cons:t.a.nt.e-. Após fi.H.ração em :funil de Büchnel', com papel 

de fllt.ro Wl""tat.man n" 1, o ext.l"at...o foi cent.rif"ug-ado .a 10.000g pol' 20 

min.J a 4"'C. 

O sobrenadant.e :f ai di.a.lis:ado cont.ra 10 volumes: de PBS} po:t' 24 

após dos~e-m de prot.einas pelo mét.odo de LO'WRY ot o.t~ 

ÚP5:1)~ usando albumina bovina s:érica como padrão, o ext.rat.o brut.o fui 

rlist.r<ibuido em aliquot.as e cons<'-.:I'vadu Y:;.o cong-elador a -10"C. 
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3.3 - Fracionament.o do extf'at.o br-uto de sement.e de jaca <EB>, 

at~avés de c~omatogpafia de artnidade 

Como des:c:r>it..o por ROD.UE-BARRERIRA, M. C. ot o 

e-xt.1•at.o bruto f'o:l !'r-acionado at..1~.::wés de c:romat..ogr-a!'i.a de a.finidade, 

'l.lSando r-esina de a"arose D-ga1act.ose <Selet.-in 16R, Pierce Chemical 

Company, USA). Numa ser-inga de plást.ico~ com 9 mrn de diâmet.r-c) f'ot~am 

sediment.ados 2 ml de resina e Lavada com solução de PBS 0,15M cont.eúdo 

0,01% de azida sódica. Foi aplicado 1 ml de solução de EB. contendo 20 

m,g: de prot.einas. O fluxo :Cai ma.nt.i.do em 0,4 ml/min. As pr-ot.einas não 

ligadas aos 1~esüduos de D-galact.ose :fol"am eluidas com solução de PBS. 

Fol~am colet.adas: al.iquot.as de 1 ml e dosado o teor- de p:r-ot.einas, <8m 

cada uma, pelo método de LOVRY As aliquot,as que 

contra água des:t.Hada, em sacos de diálise (Sigma 2,50-?U)~ 

propor·ção de i m1 de solução po::~:r-a 10 ml de água., por- :24 hor·as~ sob 

ag-it..ação consLant,e, a t..emp'ey.at..ux•a ambien'te~ r·ealiz.ando 3 t.I•ocas: de 

água~ nes:t.e per·iodo. Em seguida, f"or·am liof"ilizados. A reconst.it.uiç~~o 

A prot.eina que per-maneceu r·et..ida na coluna :foi e!uida o::.m 

t..a.mpão fos::fat.o pH cont-endo galact.ose 0,4 

azida sódica 0,01%, sendo re·aJb.:ado o mesmo procediment,o a.nt.-E<:Piol~. A 

:fração assim obt.ida, foi denominada Eluat.o .c?alact..o~. Após: t.ePminnx· 

eluição com solução de t;.a.lact.ose, a. coluna foi lavada com 20 ml d.s-

.solução de PBS Ot15 Mt pH 7 }2 contendo 0,01% de a.zida s:ódica. 
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3.4 - Saliva 

3.4.1 - Saliva obt-idt:t sem est.lmulo 

Uma mist.u:r·a de gaJiva de 5 individues :foi colet...ada s-Bm 1.::-st.im'h! 

lo, e-m banho de gelo. A seguirt foi cent.rif"ugada .a 10.000g-
1 

durante 15 

minut.os,a 4<>C e dosado o t.eol"- de pr-ot.einas: piÕ!lo método de LOWRY(19SD. 

3.4.2 - Saliva concentr-ada 

A saliva de 10 inclhdduosf !'oi colet.ada com estimulo de 

1nast.igação de PaNzfilinJ em. banho de ~elo, mi-si.ur•ad.as e cent.-1~i:fug-ada a 

10.000g por- 15 m-tn. a 4°(L Cer·ca de 90 m1 de saliva for-am Ho:filtzadas 

e_, dissolvida em G ml de ág\13_, a qual f"oi dializada cont-t~a. 250 ml de 

so-lução s:aJinã 0;15M üm t.amp.ão f'osfat.o 0,01 M pH 6t8, dur-ant,e 24 ho:r·a.s 

a. 4<>-d} com ~H.ação CD:ru::~t..rut"le. Em seguida, :foi cent.r>ifügada a 10.0f;f)g:; 

p.ol" 15 min.. a 4«C. Após dosag-em de pX'o·teinas, f'oi dist.l'iuid.;'l_ -em 

alíquotas e mantidas em con~eladox- a -10"0. Saliva do p.acienl.e L.C.~ 

po:r-t.ado:t· de imu.node-:ficié-ncia. hurr..or-al, í"oi coletada e processaria da 

mes::ma. f" o r ma. 

3.5 - Soro huntano 

3.5A - Sor-o huma.no nca•m.a.l 

Soro de 30 doador·es de sangue (aliquot.as de 2 mD !'ai 

mist.u:r-~do, dosado pr-ot.eina, d-ist~:r.•ibuido em aliquot.as: e conservados no 

30 



3.!5.2 - SoPo:s: de:ficient.es: em IgA. 

Sor•o do pacient.e L.C f'oi colet.ado e processado como o 

ant-el:"ic.:v. Sôro humano :t'et.al foi obt~ido do cor-dão umbelic.:al de 10 

l'ecém-nasddos sadios e processado como os ant.ex·iores. 

3.5.3 - Sot"o de pacie-ntes: po:rtadopes: de 

hi pcr-g:a.l'"fl.flglobuli neml . .a 

Amostras de de pacient-es de 

t.ipo monoclon2.l~ do t.ipo IgG, f"orarn 

obt..idas na P:r-evlab~ Laboratório Análises Clinicas, Piracic::~b;;~. 

Es:t.es: soros já haviam sido analisados por- eled.,l''O:forese em aga~:>ose <.::.: 

dosado imun(:~g-lobulinas at.ravés; de difusão em placas: TRIPARTIGENR . Foi 

de urina da pacie-nte R.C., pcn•t.ador-a de m.ielorna 

mólt.iplo secret-or- de Ig;A, tendo sido subme·t.ida à mesma análise t? 

dosag-ens:. 

Foi ut..ilizado so:r·o de c.abx·a ant.i lg;A humanot cadeia alf::.t 

es:pecif"ico do Labox~at.ório LIO-SERUM~ Ribeirão Pret.o~ São Paulo, B1·.aslL 
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9.7 - Reação de pr~ecipU: .. açâo en\ me-io líquido 

3.'7.1 - Reação do extrato de sementes de- jaca (EB> com 

glicoprot.einas da saliva 

Em t.ubos: plásticos :foram incubados 1 ml de EB, conL1":ndo O;i5 

m~/nü de pr-ot.einas e i~ual volume- de saliva cont..endo 1,6 mg/ml de 

prot.einas~ em diluição :s:er·iada.'=ii de 1:1 com :f.at.or 2 at.é 1:16. Os t.ubos: 

:foram mant.idos a 37aC por 1 hor-a e depois .:::-J. 4"C at.é complet.ar- 12 hor-as 

de incubação. Em se~uida, foram cerrt.-rifugados a tO.OOOg pOJ.~ 15 min. a 

4<>C, o precipit.ado !"oi lavado por centrifugação com PBS pH 6,8, 3 

vezf~s e ressuspendido num volume de 0~5 m1 

A cada t.ubo contendo 0,25 ml da amos:t.:r·a f'o-i acl"es:cent..ado 2_,!:3 

m1 de soluçãQ A ú:::up1:•oalcalina) do reag-ente de Lo~RY. Após 10 min. 

f"oi acrescent.ado 0~25ml da solução B (!'edu-t.ora) de LOWRY. A leit.u:r-a 

foi i'eit.a 20 minut.os após, em esp-ect.oíot..6met.T<o a 660mm. Os t.est.es 

f'"-ol"am :r-ealizados em duplicat..a, para cada diluição e cont..roles p::'-'X'<-i. 

det..ect.ar- precipitação inespecilica de pr-ot..einas da saliva e do EB. 

3.'7.2 - Reação do extrato de sement-e de jaca <EID com 

glicopr-ot.eina.s de s:oroo 

O pr·ocediment.o !"oi samelhant.e ao realizado par-a saliv.:!, sendo 

que o volume de EB loi de 0,5 ml, cont.endo i mg/ml de pl'Ot.e!n.:t.--.. v 

igual volume de diluição do so1•o humano no:r-mal, com 82 m~/m.l de 

p:I"ot.einas. A diluição .seri.rtda com t'at.or 2 :foi desde 1:1 a 1:64. Os 

demais procediment-os f'ot"am os mesmos descrit.o acima para saliva. 
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3~8 - Reação de precipi t.ação em meio s::emi -sólido - Dupla difusão -

em gel de agar-ose 

Em lâminas de micr-oscopia, f"ol'.am colocados 3,5 ml de a~al~ose 

a 1% prepar-ada em PBS. Nos orif1cios ÍOI".am aplicados 20,ul dos 

r-ea€ent.es:. A di:füsão oco!'reu em câmar-a úmida por- 24 hol"BS~ ã 

t.>e-mper-at.tll'a a.tnbient.e. As: lâminas foram lavadas em solução salina 

isot.ônica, N.aCl a 0,16 M, cont.endo 0,01% de a:z.ida sódica, por· 2:4 

hox-as, com ag-it.ação c:ans:t.ant.-e. Em se€uid.a colocadas na est.u:fa a 37oG, 

depois de secas: íoram coradas com Comassie Blue a 0,05?r.: em metano! (7) 

ácido acét.ico (25) e á,g'ua (68), por :2 horas. O excesso de cOl"ant-e f"oi 

r-et.irado com a mesma solução sem o Comassie Blue, Todos os 

proced:lment.os de color-ação f'oram realizados dest.a f'ol:'ma. 

Em placas de elet.rofol"ese Co!"'ninjj;} :foram aplicadas: if-.11 das 

amosl.I'a.s:. A elet.roforese foi realizada durant.e 1 hora, a temperat.ur•a 

ambient.e, usando 24mA por· plac& e t-ampão Barwbit.al 0,05 M pH 8,ó. Após 

a cor:r·ida, as placas :fOl';:m\ col'adas com Comassie Blue, descor·ada-s e 

se-cas. 

Após .a elet.l'ofol:'es:e, nas c.analet.a....,. for-am colocados 40 ,ul do 

~a:;ent..e, saliva ou sol"o humano. Incubados: à 4oC por 24 hor·.<.'I.S:t ern 

-câmal"a úmida lavado com solução de NaCl 0,15 M contendo azida sódica e 
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0,0-1% por 24 horas, com agitação. Depois de seco em est.uf'a. a 37"C, 

Coram L--orados com Comas:sie Blue. 

3.11 - Eletro:t'or-es:e em gel de Poli.acpilamlda 

As elet.rof'oreses for-am :feitas basicament.e se~undo 

<1964)t a exceção de que utilizou-s-e soment..e o r;el separador na 

con:cen:tração de 5%.0 t.ampão de migração :foi Tl"is-glicir-a 0,005 M, pH 

8,3 e azul bromo:fenol 0~001%, como ind.lcado.l" de col'r.ida.. O t.empo de 

migração foi .acompanhado pela nrl~ração do corant.e durando em t.orno de 

120 minut.os. No inicio, dtll"ant.e 1 hora1 a .amperagem f'oi de 1 :mA pot'> 

t.ubo at.é que o COl".f.mt.e penetrasse no t#,"~L Em seguida, a a.mperag-em ePa 

elevada pal"a 5 mA por t.ubo. Após a corrf.da os ~eie;: eram col:·.ndos com 

Comassie Blue 0,05% pm:- :2 horas. Em seguida, er-.aJn descor-ados:. 

3.12 - Reação de precipitação ent..re le-ct.inas de semente de jaca C.-+ 

glicopr-ot-cina.s da saliva e do soro após separação 

elet.l"oí'or-ét.ica em gel de poliacl"ilamida 

Em alguns:: exper•iment.os~ após a nrl~r-.ação eJe-t.l"ofor·ét.ica, o:::~ 

geis :for-am incubados: em t.ubos 1.x::!.2 em~ com 6 ml de solução cont.en(i:o­

lmt;/ml de px-ot..eina..s: de EB, eluat~c PBS, eluat.a galact.ose~ -saliva hum.:nm 

nol"mal ou sol'"O humano nor·m.a\ diluidos em PBS~ f'o:r-am nl..1.'%ni.idos e-m 

geladeil"a à 4»C por 4 dias: com agit.ação manual diária. 

g-eis: fo:r-.am t.l"'ansl'e-ridos pal."a t..ubos: maiores e- lavados com 15 ml dt} PHS,, 

com t..r-ocas diárias por• 7 dias, com a~it.a.ção const..ant.e a t..empe.r•at.ura 

ambient,e. Finalment.e r-oram corados com Comassie Blue. 
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3.13 - Reação de Hen1.a.glut.inação 

Em placa.:;; MICROTlTERR !'or-am 

do EB, Eluat-o PBS e Elua.t.o g:alac'tos:e. em 

re.alizadas:: diluições s-eriadas 

solução de PBS 0,15 N pH 7,2 

ou em solução de açúcar- 0,.3 M_, num volume final de 100 microlitros. 

Fox•am acPescent.ados igual volume de susr>e:ns:ão de hemácias a 2%. A 

incubação ocor:t•eu em câmara ú:mida1 po!" 24 hora<:;:, embca-•a o l"'esult.ado 

f'oB..se observado 2 hor·as após a incubação. O t.it.ulo de aglutinação 

co:r-responde à diluiç:ão que apresenta ag;lut.inaç.ão quando 

cwnparada aos cont.roles. As hemácias: huma.nas provenient.es de doado1~es: 

de sangue f'ol."arn obt..idas no Banco de Sangue da Sant.a Casa de 

Misex·icórdia de Pil.~acicaba. Após t.ipagem_. 1 ml de hemácias de 5 

individuas f'üi rnist.ura.do 1 lavada -com PBS 3 vezes, p<.n· cent.rif'u~.:ação e 

ret:sus:pendido n.a. concent.r•ação de 2% em PBS 0,1 M pH 7,2 para t..est.e de 

3€lut..inação, ou -em solução de .açúca:r• ú,S M pa.l"'a t.est.e de inibição da 

aglutinação. 
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4 - RESULTADOS 

4.1. - Fr-acionamento do ext.r-ai.o bl'uto <EB>.. de semente de jaca 

<A:r-t..oca:t'pu.s: il_?t.eg-r-iíolia) 10 atT>avés: de cromatogf'afia de 

a:f"inidade. 

A eluição das: pr•ot,einas do EB, da coluna de crornat.o{';ra.Ha 

cont.endo I"es:in.a Agai>ose-D-Galact.ose.. resultou dois picos de p:rote-ina.s .. 

como mos:t.ra a flg-ura 1. 

As. prot..einas que !'oram inicialmente ret.h•ad...~ da coluna, 

cor-respondem a lx-ação eluat.o PBS, eluidos com solução PBS, nos d.nco 

pl•hne:i:r•os t.ubos (5 mD. 

A se;.gunda .fl"ação, eluato galact.os::e, COl"l"'esponde ãs: pl'ctt.einas 

que :ficar-am r•et.idas na coluna, e f'or·am eluidas com. solução t.ampon.-s~da. 

com fosfato, cont.endo galact.ose 0~4M; t..ambém :Co:r•am eluida::-:: nos 5 

pl"imeiros t.ubos:. 

A em das obtidas, numa 

concent:Nlção prot.eica, de 20 mg/ml, revela que- a fr-ação 

g.alact.ose apr-e-senta uma única banda de prot.eina, que pex-m::1.nece nu 

pont.o de aplicação, como most.ra a f"ig-Ul"a 2. 

O padt-.ão elet.r-of'or-ét.:ico da fração eluat.o PBS1 é- constA t.1 üda 

pO:l"" qua:t..:r-o band.ãs: de p:t'ot.eina:s; .• t.rês de mig:x•ação anódica e uma 

cat.ódica, como rnost.ra a :figtl:I'a 2_ 

A imunoe!et..ro!' orese, SaHN e evidencia 

at..ividade pre-cipit.ante dest..a !'ração,. com glicoprot.e1nas: do sol:'o e da 
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saliva humana, como most..ram as: fig-Uf'as 3 e 4. 

A imunoelet.roforese de elua.-to PBS t.ambém mostr-a atividade 

10.0 

"' g PBS PBS • GALACTOSE .. l i "' .E ., 
~ ~ 

o~ -... o E u.;a à< 5,0. 
"' " -o- E w 

~ 

o 

·~ "' ~ -r:; 
"' o 
c 
8 

o s 10 15 20 

Volume de eluatos {ml) 

FIGURA 1 - CI"omat.o~rafia de afinidade em s~arose D-~al.act.o:s:e. Foram 
aplicados 20 rn{;; de prot.einas de EB, em i ml. A elulção .foi 

inicialment.e com solução de PBS, seguido de solução de 
galaci..ose PBS. 
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8 c o 

Figur•a 2 - Elet.r-of'or•ese em placa de agarose do EB e das f t · ~õe-~ 

obt..idas at.ravés da cr·omat.ogra :fia. 

A - EB 20m ~ /ml 

B - Eluat.o PBS 20mg-/ml 
C - Eluat..o Ga.lact.ose 20mg/ml 
D - EB 100m ~ /m1 

O - Pont.o de aplicação 
+ - Anodo 
- - C.a~ 
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FIGURA 3 - lmunoelet.rof'orese em placas de ~aros:e . 

elet.rof'orét.icado EB e das !'rações:, as 
preenchidas com saliva e soro. 

A - EB 20m~/ml 
B - Eluat.o PBS ZO m~/ml 

C - Eluat.o ~alact.os:e 20mg/ml 
D - EB 100m{!;/ml 

Ca nale t.a 1 e 3 - Saliva humana 1,5 m ~ /ml 
2 e 4 - Soro humano 80mg/ rrü 

O - Pont.o de aplicação 
+- Anodo 

C a~ 
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FIGUR.-\ 4 - A placa de imunoelet.ro:fol'es:e da t'i ~ u 1~s 3, :foi super•pos:t..a 
a placa de elet..ro:forese da f'i~ur a 2 permit.indo uma melhor 
visualização das bandas: que apresent.am at.i v idade precipi­
t.ant.e. 

A - EB 20m~/ml 
B - Eluat..o PBS 20 m ~/ ml 

C - Eluat..o Galact.ose 20mg-/ml 
D - EB 100mg-/ml 

Canalet.as 1 e 3 - Saliva humana 1, 5m~/ml 

2 e 4 - Soro huma no 8 0m~/ml 

O Pont.o de aplicação 
+ - Anodo 

C.a wd~ 
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precipi tante, da banda de migração int-ermediária anódica, com 

glicoprot.einas: do soro e não com saliva humana. Figuras 3 e 4. 

A banda de a ti vJ.dade precipi tant.e do eluat.o de galactose , é 

evidenciada no EB, com concentração de prot.einas de 20 mg/ml. No 

a caract.eri zação simult.ânea da banda de at.ividade 

precipit.ant.e do eluado PDS, só f"oi poss ível quando se ut.ilizou EB numa 

concentração de 100 mg/ml. Figuras 3 e 4. 

4 .2 - Reação de pr·ecipit.ação ent.re lect.inas de sement.e de jaca e 

saliva humana normal 

4.2.1 - Precipit.ação em meio liquido 

A incubação de 1 ml de EB cont.endo 0,25mg/ml de pr-oteinas, em 

dif"er•ent.es tubos, com igual volume de saliva, em diluições ser-iadas, a 

parti:r- da concentr-ação de 1,38mg/ml de pr•ote1nas, x•evelou que a maior­

pr-ecipitação ocorreu com a saliva dHuida 4 vezes, corr-espondendo a 

uma concentração pt"ot.eica de 0,35mg/ml, conf"ot"me mostr-a a f'igur-a 

5. Nestas: condições, :foi pr-ecipitada cer-ca de 28% de prot.e inas em 

solução. 

4.2.2 - Precipit.ação em gel _de agarose - dupla difus ã o 

4 .2 .2 .1 - EB e saliva 

Uma linha de precipit.ação f"oi detectada, ao x-eagtr saliva 
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obtida sem est.imulo, contendo 1,5m{!;/ml de p:rot.einas, com EB cont.endo 
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Concentração de Proteínas (mg/ml) na 
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FIGURA 5 - Prot.enas (J.l{!;) precipitadas em me io liquido após a int.et-ação 
d e EB <0,25m~ prot.einas/mD com saliva humana norma l na 
concent-ração pr·ot.eica de 0,09 a 1,38 m{!;/ml . 
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concent.t'ações pi'ot.eicas: que v~iaram em diluições s:et'iadas de 5mg/ml 

at.é 0,626m~/ml. 

Usando saliva concent.t'ada 6mg/ml de pt'ot.einas e E() com 

concent.t'ações que Val'iaram em diluições ser-iadas de 20 at.é 2,6 mg-/ml 

de pt'ot.eina, n ão f'ol'am evidenciadas: out.I'as linhas de pt'ecipi t.ação 

at.t'avés d e dupla dif'usão em agar-ose, como most.t'a a f'it;UI'a 6 a 

es:quet'da. 

4.2.2.2 - Eluat.o galact.os:e e saliva 

O aspect.o e o número de linhas: de precipit.ação, !'oi o mesmo 

obt-ido com o EB, quando se t'ez t•eagit' o eluat.o g-alact.os:e nas mes mas 

conce nt.r-ações do EB, cont.ra saliva cont.endo 1,5 e 6,0m~/ml de 

pl'ot,e1nas. Figu:r-a 6 a direit.a. 

4.2.2.3 - Eluat.o P BS e saliva 

Nenhuma linha de precipit.ação f'oi det.ect.ada q uando rea~iu o 

eluat.o PBS, na...c;: mesmas concent.rações: pi'ot.eicas d e EB cont.r-a saliva 

obtida sem ~s t.imulo, com t.eor de prot.eina.s: de t,5mg-/ml e saliva 

concent.z-ada, cont.endo 6mg/ml de pr-ot.einas. FigUI'a 6 no cent.r-o. 



4 .2 .3 - Preciptt.ação em ~el de poliacrtlamida 

4.2.3.1 - EB e Saliva 

Após: elet.rof'orese de 300 micro@;ramas de pl'Ot.e1na de saliva, o 

gel f'oi incuba do por 4 dias com EB e lavado com PBS com t.rocas 

sr 
1,h .'!d Y..2 . ~ ,. ' 

S8HN 

~ 1 5mQ( 
m l 

' './, 

"'a !la Y. 
Ys ''• 

~ c 
EB E. PBS E. GAL 

FIGURA 6 - Reação de dupla dif'usã o em gel de a~arose ent.re EB, e l t~ "i tf.J 
PBS <E.PBS ) e eluat.o t;alac t.ose <E.GAL) e saliva h um.:ma 
normal com concent.ração de 1,5 e 6,0 m@;/ml de proLei n.a.c;;. 
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ditu-ias:, por 7 dias: com S€;i~ação cons~an~e. Após corado o gel <xEB> 

mos~ra a presença de duas: bandas de pro~einas na re€;ião anódica, com 

Rm de 0 ,15 e 0,18, I'espec~ivamen~e, set;uido de uma t"aixa que se 

es~ende a~é o RM 0 ,47 sem limit.es precisos, que não t"oram re~i radas 

pel a lava ~e m, · quando compar•ado ao gel <xSaHN> que t"oi incubado com a 

própria saliva, na mesma concen~ração px·o~eica equivalen~e ao do EB ou 

de suas t"raç<Se s, como most.I'a a t"it;ura 7, onde os Rm es~ão indicados: 

por números e letl"as ao lado dos t;éis. Os valores dos Rm es~ão na 

t.abela abaixo da t'i~ura 7. 

4.2.3.2 - Eluato PBS e Saliva 

A p:t"'ecipit.ação em t;el de poliacrilamida de pro~einas da 

saliva, incubado com eluat.o PBS <e;el x PBS>, result.ou num padrã o 

semelhant..e ao con~r·ol e ne~at.ivo ou seja lec~inas exis~ent.e n es:t..a 

t"ração, n ão pl'ecipi~ aram 

Figura 7. 

glicoprot.einas de saliva, nest.as condi ç~es. 

4.2.3.3 - Eluat.o galact.ose e Saliva 

O padi~ão de bandas, obt.idas ao incubSI" 

poliacJ:>ilamida, após e let.rot'ores:e das prot.einas de saliva 

t;alact.ose, <t;el x GAJ...) t'oi semelhant.e àquele ob~ido com a 

do EB, como most.I'a a t'it;ura 7. 
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4.3 - Reaçã o de precipH.ação entre lectinas de semente de jaca e 

saliva humana de1'iciente em lgA 

A saliva d o paciente L.C . ., pol't.adol' de def'iciência de I~A !'oi 

t.es:t.ada at.l'avés: de dupla dif'us:ão em t;el de at;al'ose., conf'ol'me mos:t.t'a a 

1'i ~ ul'a a. 

+ 
X 

-

X 

J 
_2 

E 

Sa HN E B 

X 

PBS 

X 

GAL Se HN 

Valol'es d os Rm 

A, a e D JRm c e E I .Rm 
1 o ' 1 5 1 0,15 
2 0.,18 2 o, 18 
3 0,47 

FIGURA 7 - Elet.I"o f'ores:e em 
humana normal, 
lecUna. 

poliacl"ilamida de prot.einas: da saliva 
s:e~uido de incubação com soluções d e 



FIGURA 8 - Reaçã o de dupla di:fusão e m ~arose e rat.re sor-o ant.i lg-A, EB, 
eluat.o ~alact.o s e e saliva humana normal e de1'icient.e e m I~A 
<SaLC). 

Amost.ras e concent.raç~es prot.eica s 

1 - Soro ant.i I g A humana 
2 - EB 5 m ~/ml 
3 - EB 2mg/ml 
4 - Eluat.o ~al a c t.o se 2m ~/ ml 

5 - Salt v a humana n ormal 1 ,5 m~/ml 

6 - Saliva L.C. de:ficient.e em I~A 1,4m~/rnl 
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A ausência de IgA na SaLC é demonst.rada pela n ão precipit.ação 

com soro ant.i l€A , quando comparado com a saliva humana normal. 

A l'eação da saliva de:ficient.e em IgA e EB, eluat.o PBS e 

eluat.o r;alact.os:e, most.ra os: mesmos padrões quando comparado com a 

caliva humana n or-mal, ou seja, ocorre uma linha de precipit.ação com EB 

e eluat.o de €alact.ose, at.ravés de dupla di:fusão em r;el de ar;arose. A 

saliva humana normal, quando s:ubmet.ida a :fervura por 10 minut.os, perde 

a capacidade de rea~ir com s oro ant.i lgA, porém ao rea:;ir com EB, 

most.ra uma linha de precipit.ação semelhant.e a da saliva que não so:freu 

desnat.uração pl'Ot.eica, como most.ra a :fir;ura 9 . 

A :figura 10 mostra o p adl'ão eJet.ro:for-ét.ico em poliacrilamida, 

da saliva LC de:ficient.e em It!;A (gel SaLC) e , a precipit.ação · de 

t;licopr·ot.einas: dest.a saliva em gel de poliacrilamida, com EB, <r;el x 

EB>, que revela a presença de uma banda de Rm 0 ,07 na região anódica 

seguido em dii'eção catódica de uma :faixa de limit.es imprecis os:, 

s:emelhant.e a Pl'ecipitação obt.ida após incubação com o e luat.o r;alact.osé 

<r;el x GAL). Es:t.a banda :foi exacerbada após a incubação, pois er-a 

pouco visualizada na elet.r-oí'orese. 

A incubação com eluat.o PBS <r;el x PBS) e o controle e m que o 

(;el :foi incubado com a própria saliva <gel x SaHN>, não revelou a 

pi'esença de precipit.ação quando comparado a incubação com EB e elua l o 

galact.os:e. 
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. . • • 

FIGURA 9 - Reação de dupla dif'usão e m ~e l d e a~ar-ose, e nt.I'e sor o ant.i 
I~A, EB e saliva humana n ormal, ant,es e após a f"ervur-a. 

Amost.t"as e concent,1"ações prot,eicas 

1 - EB 5 m~/ml 
2 - Sol'o ant.i I~A 
3 - SaHN 1,5mt;/ml 

· 4 - SaHN aquecida 

4'9 



+ 
X X X X 

S• ·LC EB PBS GAL S•HN 

FIGURA 10 - Elet.x-ot'ol'ese em pollacl'ilamida de pl'ot.einas da saliva LC, 
de!'icient.e em lt;A, se{;uida de incubação com soluçêSes: d e 
lect.ina. 
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4.4 - Rc.-ação de precipi t.ação ent.r-e lect.inas de sement.e de jaca e 

glicopt'ot.einas do soro humano noa' m.al 

4 .4.1 - Precipit.açã o em meio liquido 

Quando incubado uma quant.idade f'ixa de O ,5rnl de solução de EB 

cont.endo 1mg-/ml de prot.einas, com igual volume de diluições seriadas 

do SOl'O humano, com uma concent.l'ação prot.e ica inicial de 80,0m€:/ml, 

v e ri :ficamos que a maior precipi t.ação ocol'reu com SOl'O dilui do 16 

vezes:, quando !"oram precipi t.adas cerca de 5% das prot.einas, coruorme 

mos t.ra a :figura 11. 

4 .4 .2 - Pt'ecipi t.ação em gel de agaJ'os:e. Dupla difusão 

4 .4 .2 .1 - EB e soro humano normal 

Duas bandas de pl"e<?ipit.ação foram det.ect.adas .at.ravés: da dupla 

dlfusão em at;arose. A banda mais evident,e est.á próxima do local de 

aplicação do soro; a banda menos evident.e que est,á próxima ao pont.o de 

aplicação do EB. 

As duas bandas est,ão p:res:ent.es:, quando o EB f"oi usado rtuma 

concent,l'ação de 20m~/ml de prot,einas, porém concent,rações menore s: de 

10,5 e 2 ,5mg/ml revelaram apenas a presença da banda próxima ao EB, 

quando r ea~ iu com i~ual volume de soro humano normal cont.endo 80m~ / ml 

. de prot,e1nas. 

Ao rea~ir concent.rações de 80, 40, 20 e 10m~/nll de prot.e 1nas 
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do soro com i{!;ual volume de EB 20m{!;/m1, ocorre a precipit.ação, com 

presença d a banda pró'-.'ima ao s:oro em todas: as: concentrações e a 

presença da banda próxima ao EB até a concentração de 20m{!;/ml de 

proteina do soro, como mostra a t'i{!;ura 12. 

4.4.2.2 - Eluato PBS e soro humano normal 

Foi evidenciado uma banda de precipitação, ao rea{!;ir eluat.o 

PBS, com 20, 10, 5 e 2,5mg/ml d e prot.einas:, com soro humano cont.endo 

80m€/ml de p:rot.e i nas. Uma banda também t'oi evidenciada quando se f"az 

rea{!;ir o eluato PBS 20m{!;/ml com sor·o humano norm~l n as concentrações 

de 40, 20 e 10mg/m1 de pz•ot,einas:. Fi~ura 12. 

4.4.2.3 - Eluat.o galact.ose e sor·o humano norma l 

Uma banda de pr·ecipit.ação próximo a.o pont..o d e aplicação do 

soro t'oi detectada ao r ea ~ir o eluato de galactos:e n as: concentraçõe s 

prot,eicas de 10, 20, 5 e 2,5mg/ml com soro humano n o r·mal, cont.endo 

80mg/ml d e p rot.einas. A mesma banda de precipitação f'oi e videnciada ao 

reagir o e luato de galactose com o soro humano diluido cont.~ndo 

40mg/ml e mais t'racament.e com o soro conte ndo 20mg/m1 de prot.e1nas, 

cont'orme mostra a figura 12. 
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FIGURA 11 - Prot.einas precipit.adas (J..l~) 
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4.4.2A - Lectinas de 
deficiente 

semente 
em lgA 

de jaca e soro humano 

O soro do paciente L.C., contendo 72mg-/ml de protetnas e o 

s:ox•o humano f"etal contendo 69m~/ml de prote1nas:, ambos def"icientes e m 

I€:A, conf"orme mos tr·a a apresentaram o mesmo padrão de 

linhas de precipitação ao rea~ir com i€:ual volume de EB 20m~/ml e com 

e luato ~ala c tose 5mg/ml de prote1nas, quando comparadas as linhas d e 

prec ipitação obtidas com soro humano normal, contendo eom ~/ ml de 

prote1nas como mostra a f"igura 13. 

Uma única linha de precipit-ação f"oi obtida quando estes soros 

f"oram testados com o eluat.o PBS. 

4.4.3 - Reaç ~es de pl"ecipitação entre lect.inas de semente d e 

jaca e glicopJ' otein.as de soro humano após separ-açã o 

eletrof"orética em gel de poliacJ"ilamida 

4.4.9.1 - EB e soro humano normal 

Após e letrof"orese d e 400 micror~l'amas: de prote1nas: do SÔl"O 

. humano normal, o gel <x EB) f"oi incubado com solução EB, lavado p~r a 

retirar as prote1nas que não rea€:iram, e COl"ados. Quando comparado com 

& eletrot' o.l'ese do mesmo soro <gel SoHN), e o contrôle que f"oi in c ub ~do 

com prote1nas do próprio soro <€:el x SoHN) na concentração equi valent.e 

à do EB, observamos que al~umas: das proteina.s: Coram retiradas do ~ e l 

após: a incubação e lavagem, ao passo que outras: permaneceram. Os Rm 

dest.as proteinas: estão indicados por números ar;rupados pela let.ra C ao 
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lado do ~el e os: valores: est.ão na t.abela abaixo da t'i~ura 14. 

I TA 

E'B-'>~ ~ E.PBS• )1
1 

Yz 
E-GAL~Y., 

~ 

SoHN }'1 -Ya ~ 

T9 
~ t ~ ~ 

E B-> yí E. PBS-!>}í 

Va Y• ·~ y.. 
Ya ~ 

Fi~ura 12 - Reação de dupla di!'usão em ~el de a~arcse ent.re EB. 
eluat.o PBS (E.PBS), eluat.o ~al.act.ose <E.OAL> e soro humano 
normal <SoHN). As lec t.inas !'oram diluidas com !'at.or dois, 
a p3l't.ir da concent.ração prot.eica de 20 m~/ml e o soro 
humano normal de 80m~/mo. 
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FIGURA 13 - Reação de dupla dif'usã o em €;el de a~arose ent.re 
I~A, EB e e luat.o ~ala ct. os e , c ont.ra sor-o humano 
soros: def'icie n t es em I~A~ LC e s:oro humano f'et.al. 

1 - Soro humano normal 
2 - Soro L C, 
3 - Sor-o humano f'e t.al 
4 - Sor o anU I ~ A humano 
5 EB 
6 - Eluat.o €;alact.ose 
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Dent:r-e as p:r-oteinas: que pe:r-manece:r-arn no ~el, a de mit;:r-a ç ã o 

mais anódica !'oi a de Rm 0,49. Em di:r-eção catódica, pe:r-manece:r-am n o 

r;el uma f'aixa de p:r-oteinas de limites pouco d~t'inidos, que se este nde 

desde o Rm 0,37 até 0,25. Out:r-a !'ai~ de pl'oteinas mais evidente, po de 

se:r- obse:r-vada inic iando no Rm 0,17 e se estendendo até o Rm 0,10. Es t.& 

f'.aixa de p:r-oteinas está presente no contrôle incubado com proteinas do 

px•óp:r-io so:r-o, po:r-ém se localiza mais no cent:r-o do ~el. 

Finalment,e uma banda permanece no inicio do ~el, com Rm 0,04 

e ap:t'esent.a as mesmas car-actel'isticas no gel incubado com o pl'ópi"io 

SOI'O. 

4.4.3.2 - Eluat.o PBS e Soro humano normal 

Após a sepal'ação eletrof'ol'ética do SoHN, o t;el que f'o! 

incubado com o eluato PBS, em s e guida lavado pal'a l'etil'ar p r otein as: 

que não i n t.el' agiram,mostra a pl'es ença de vál'ias b &ndas de pro t e inas 

que pe:r-manece:r-am no gel. Os Rm d e stas pl'oteinas estã o e>..'Pl'essos pol' 

númel'os agrupados pela let:r-a D ao lado do gel, sua cor:r-espondê ncia na 

elet.l'of'ol'ese pela let:r-a A e seus valores estão na tabela abaixo d a 

f'i~u:r-a 14. 

A banda p:r-oteica de ma io:r- mig:r-ação anódic a , ap:r-es ent.a-s:e 

tênue e sem limite s: p:r-e cisos:, este nde ndo-se desde o Rm 0 ,5'1 a 0,49. Em 

di:r-eção catódic a permaneceram no gel bandas de p:r-ot.einas com Rm de 

0,43; 0,34; 0,28; 0,23; 0,19; uma banda m.a.io:r- que se estende des d e o 

Rm 0,16 ate o Rm 0,11, que no gel (x SoHN) incubado com o p:r-ópr io 

s:ol'o, pe:r-manece p:r-esente no cent:r-o do ~el; e a banda no inicio do ~e l, 



com Rm O ,04 que t.ambém est.á present.e no gel cont.rôle, não sendo 

ret.irada pela lavagem. 

4.4.3.3 - Eluat.o galact.os:e e s:oro humano normal 

O gel <x GAL) incubado com eluat.o galact.ose, lavado e corado, 

apresent.a quando comparado ao cont.rôle (gel x SoHN>, a banda de maior 

migração an6dica, com Rm de 0,49, em direção ao anôdo as prot.e1nas: que 

permanecem no t;el, cor:r-esponde a uma f'aixa de prot.e!nas que se est..ende 

desde o Rm 0,37 ao 0,26. A f'.aixa de prot.eirJas ent.re o Rm 0,18 a 0,10 e 

a linha com Rm 0,04, t.em o mesmo aspect.o do cont.role inc ubado c om o 

proprio soro. Os Rm destas prot.eina.c;;; est.ão indicados por númel'os 

agl'upados pela let.ra E ao lado do t;el e sua corr•es:pondência na 

elet.T."of'orese pela letra B. Os valol'es dos Rm est.ão na tabela abaixo da 

f'igura 14. 

4.4.3.4 - EB e soro de:f'icient.e em lgA 

Coruorme most.ra a f'igura 16, o s:oro do pacient.e L.C., após 

elet.I'of'orese e incubação com solução de EB (gel x EB), apres:ent.a as: 

s:eguint.es bandas de prot.e1nas, cujos Rm est.ão indicados por númE.-ros 

a~rupado s pela let.ra C ao lado do gel e seus valores est.ão e~pl'e s:s os: 

na t.abela abaixo da t'igura 16. A banda de maior• migração .anó dica t.e m 

Rm de 0,49, seguindo em direção cat.ódica; uma f'aixa t.ênue com Rm 0,42; 

uma f'aixa de lhnit.es não def'inidos, es:t.endendo ent.re Rm de 0,37 a 

0,32; seguido de linhas f'inas de prot.e1nas que permanecel'am no ~e l ~ 
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com Rrn de 0,28; 0,23; 0,19; urna banda mais intensa que se es:i..ende 

desde o Rm 0,15 ao Rm 0,09, que no contl'ôle, incubado com o p1'6pl'io 

sol'o, pel'manece no centl'o do t;el, e t'inalmente, duas linhas pl'esentes 

no inicio do gel, com RM de 0,04 e 0,03 também pl'es:entes no cont.l'ôle, 

CxSoHN) com as mesmas cal'actel'1sticas. 

4 .4.3.5 - Eluato PBS e soro de:f"lciente em IgA 

O gel de poliacl'ilamida, após: eletl'ot' oi•es:e de s:ol'o de:ficient.e 

em It;A, ao sei' incubado com o eluato PBS <gel x PBS), apl'esent.a 

vál'ias bandas pl'oteicas: cujos Rm estão expressos pol' números agl'upados 

pela let:ra D ao lado do gel e sua equivaléncia na elet.l'o:forese p e la 

let.ra A. Os valores dos Rm estão na tabela abaixo da t'it;ura 15. Uma 

:f"aixa de proteínas t'racament.e corada, que s:e estende desde o Rm de 

0,58 a 0,46, seguida em direção catódica de bandas de Rm 0,43; 0,34i 

0,28; 0,23; 0,19; acentuação da banda de Rm de 0,15 a 0,09; e as 

Unhas que estão presentes no inicio do ~el com Rm de 0,04 e 0,03, 

semelhante as do r;el incubado com sol'o humano nol'mal, como mostra a 

:t'igura 15. 
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1 
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3 
4 
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P BS GA L So HN 

Valores dos Rm das bandas prot.eicas: 

IRm B e E I Rrn c I Rm 
0,04 1 0,04 1 0,04 
0,11 2 0,25 2 0,17 
o , 16 3 0 , 37 3 0 , 25 
0,19 4 0,49 4 0,37 
0,23 5 0 ,49 
0 ,28 
0,34 
0,43 
0,49 
0,57 

F I Rrn 
1 0,04 
2 0,10 
3 0,18 

FIGURA 14 - Elet.rot'"orese em t;el de poliacrilamida de prot.einas do s oro 
humano normal ser;uida de incubação com soluções de 
lect.inas. 
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4.4.3.6 - Eluat.o galact.ose e soro deCicient.e em lgA 

Ao ser incubado o ~el de poliacl'ilamida, após elet.l'o:fol'ese de 

s:ol'o det'iciente em I~A, com eluat.o ~ala ct.o se <~el x GAL)apl'esent.a 

bandas prot.eicas cujos Rm estão indicados por númel'os a~l'upados p e la 

letra E e sua carl'espondência na e letl'of'o:r-ese pela let.l'a B. Os valo1~es 

est.ão na t.abela abaixo da f'i~ul'a 15. Conf'ol'me most.ra es:t.a :fi~ura, a 

banda de maior mi~r ação an6dica que pel'manece no gel, tem Rm de O ,49. 

As demais: apresentam aspecto semelhante ao contl'ole incubado com sor·o 

h umano nol'mal (~ e l x SoHN). 

4.4.3.7 - ED e s:oro de m:l.eloma de IgA <R.C.} 

Após: elet.l'oí"ol'ese de 200 microgl'amas: de SOI'O de pacient.e 

portador de m.ieloma de I~A (So R .C), o ~el incubado com EB <x EB>, 

.após lavagem e colol'açã o, apl'esenta as: bandas pl'ot.eicas c ujos Rm estão 

indicados pai' númel'os: agl'upados pela letl'a C ao lado do gel e sua 

COI'I'espondência na elet.ro:for·ese pela let.l'a D. Os valóres dos Rm es:t.ão 

na tabe la abaixo da :figura 16. A banda de maio!' int.ensidade é a que 

. t.ambém apl'esent.a maiol' mi~l'aç ão anódica dent.:re as prot.einas que 

pe:rmaneceram no gel, t.em Rm de .0,34 a 0 ,23, se~uido em dire ç3lo 

catódica d e out.ra banda com Rm de 0,19 a 0,14; uma linha com Rm 0,09 e 

uma linhas mais: t.ênue com Rm d e 0,06 e uma banda de Rm 0,03 que t.a mhé m 

est.A pres:ent.e no cont.róle <xSo HN) incubado com prot.e1nas d o p :;:-ópt'io 

sol'o como most.l'a a :figura 16. 

81 



A e D 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

7 
8 
9 

10 
11 

-1 - 1 
2 =~ 2 
~ 

+ 

4 _ _ _ 

5_ 
6_ 
7_ 

8-

A 

So -LC 

X 

E B 

c D 

X 

P BS 

X 

GAL 

E 
.. 

F 

X 

So HN 

Valoi-es dos Rm das bandas prot.eicas 

I Rm B e E I Rm c I Rm 
0,03 1 0,03 1 0,03 
0,04 2 0,04 2 0,04 
0,09 3 0,49 3 0,09 
0,15 4 0,15 
o, 19 5 0,19 
0,23 6 0,23 
0,28 'l 0,28 
0,34 8 0,32 
0,43 9 0 ,37 
0,46 10 0,43 
0,58 11 0,49 

F 
1 
2 
3 
4 

FIGURA 15 - Elet.J'of"orese em t,;el de poliact'ilarnida de 
der-tcient.e em I~A, se~uida de incubação com 
lect.inas. 
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4.4.3.9 - Eluat.o PBS e soro de mie lo ma d e lgA <R. C.) 

A inc ubação com e luat.o PBS do ~e l após separação 

elet.I' of"o:rét.ica de p:rot.e inas dom SOI'O RC (~el x PBS) ap:resent.a após 

lava~em as seguint.es bandas d e de p:rot.einas cujos: Rm est.ão indicados 

po:r núme:ros: em colula ao lado do ~el ag:rupados pela l e t.:ra D e sua 

co:r:respondência na elet.:rot'Ol'ese pela let.:ra A. Os: va.lo:res dos Rm es~ ã o 

na t.abela abaixo da f"igu:ra 16. Pex·maneceram no gel, bandas com Rm 

de 0,10; 0,06 e 0,03, cot'ol'me most.:ra a f"igUI'a 16. 

o gel 

4.4.3.9 - Eluat.o galact.ose e soro de mieloma d e I gA 

<R.C.) 

incubado com eluat.o galact.os e <x GAL), a p ó~ 

elet.:ro:fo:rese de p:ro t.einas do so:ro RC, a p:res:ent.a as mesmas bandas 

p:rot.eicas: que permanece:ram no gel incubado com EB. Os: Rm es:t.ão 

indicados po:r números: a~:rupado s pela let.:ra E e os valo:res es:t.ão n a 

t.abela abaixo da :figu:ra 16. 

4.4.3.10 - Eb e sol'o de mie lo ma de lgA <G.O.) 

A incubação. do gel, após elet.:ro:fo:rese de 200 mic:rog-ranus do:.'i 

p:rot.e1na do s:ó:ro do pacient.e G.O., po:rt.ado:r de mie loma d e lg'A, com EB) 

s:eguido de lavagem e colol'ação mos:t.:ra, con.t'o:rme a f"igul'a 17 , que 5 

bandas p:rot.e icas: pe:rmanece:ra m no ~el <x EB). Seus: respect.ivos: Rm est.ã o 

indicados: po:r números: a{!;rupados pela let.ra B e os equiva lent.es na 
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elet.rof"orese pela let.ra A. Os valores dos Rm est.ão na t.abela abai:l<o da 

f"it;ura 17. A banda de maior mit;ração anódica que permanece no t;el 

apresent.a Rm de 0,3!5, set;uido de uma f"aixa de alt.a densidade prot.eica, 

com Rm de 0,26 a 0,20; est.a banda est.â present.e no cont.rôle <xSoHN>, 

incubado com o soro humano normal, porém a dens idade é meno r e est.á no 

cent.ro do gel. Out.ras bandas que permanecem no :;el apres:ent.am Rm de 

0,12; 0,08, e 0,05. Todas est.as bandas excet.o a de maior migração 

anódica, t.em no cont.rôle o mesmo aspect.o que a banda de Rm 0,26 a 

0,20, ou seja as prot.einas: não at.ingem a perif"eria do gel. 

4.4.3.11 - EB e soro de mie lo ma de lgG <D.D. > 

Após: ele t.ro!'ores:e de 200 microgramas: de Pl'Ot.einas: do soro da 

pacient.e D.D., portadora de mieloma. de I~G, a incubação do gel com EB 

<x EB), seguido de lavagem e coloração, apresent.a t.r~s: bandas:, que 

permanecem no gel, quando comparado com o cont.rõle, onde o g ~ l 1'oi 

incuba do com prot.einas do s:or•o humano normal <x SoHN>. Os: Rm das 

bandas: e s t.ão indic ados: por núme ros: agrupados: pela let.r·a B ao lado do 

gel e s:ua equivalê ncia na elet.rof"orese pela let.ra A. Os: valores: dos: Rm 

es:t.ão na t.abela abaixo da f'it;ura 18. A banda de maior mi ~r~ão 

anódica, apres:ent.a Rm de 0,2a, s eguida em direção anódica de b a ndas: 

com Rm de 0,12 e 0,03 sendo que es:t.a últ.ima t.ambém s:e encont.ra no gel 

cont.rôle. 
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• X X X X 

So.RC E 8 PIS GAL So HN 

Valores dos Rm das bandas prot~eic as 

A e D IRm B C e El Rm F JRm 
1 0 ,03 1 0,03 1 0, 0 3 
2 0 ,06 2 0 , 06 
3 0,10 3 0,10 

4 0,14 
5 o, 19 
6 0,23 
7 0 ,34 

FIGURA 16 - Elet.I"o:fol"ese em poliacl"ilamida de prot.einas 
paciente com mielorna de I~A, se~uida de 
soluções de lect.inas. 
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So GO 

Valores dos Rm das 

A e B Rrn 
1 0,05 
2 0,08 
3 0,12 
4 0,20 
5 0,26 
6 0,35 

EB 

X 

SoHN 

bandas prot.eicas 

c I Rm 
1 0,05 
2 0,08 
3 o, 13 
4 0,18 
5 0 ,27 

FIGURA 17 - Elet.ro1'orese em pollacrilamida de pt"'ot.einas do soro 00 de 
pac ient.e com mieloma de . It;A se~uida de incubação com 
soluç<se s d e lect.inas:. 
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Porém a proteina de maior densidade prote ica, presente na 

eletrof'ore:s:e, foi totalmente l'etirada após a incubação e lavagem, 

con.f'orme mostra a :f'igura 18. 

4.4.4 - Reaçã o de precipitaçã o entre EB e glicoprot.einas de 

urina de paciente <R. C.) portadol""a de mie lo ma de 

IgA" após: sepaa'ação 

poUacrilamida 

elet.roforéttca em gel de 

A eletrof"Ol'ese da urina da paciente R.C., mostrou a presença 

de seis bandas: proteicas. 

Quando o gel, após eletrof'ore:s:e f"oi incubado com solução de 

EB, lavado e corado, permaneceu no gel, uma banda proteica que s e 

ext.ende des de o Rm O ,38 ao Rm O ,28 e uma linha de Rm O, 18, quando 

comparado ao controle que f"oi incubado com proteinas do soro hum.<:tno 

normal como mostra a f"igura 

B ao 

19. Os Rm estão indicados por núm e ro ~ 

sua equivalê ncia n a agrupados: pela letra lado do ~el e 

elet.rof"orese pela let.l'a A. Os valores dos: Rm est.ão na tabela abaixo d a 

f'igura 19. 

4.5 - Reação de hemaglut.inação entre lect.ina:s: de semente de J aca 

<A.int.egrtfolla) e hemácias humanas 

4.5.1 - Especificidade de grupo sanguineo ABO 

A l'ea.;ão de hema~lutinação realizada com EB, a partir de u ma 

6·7 



concent.ração de 25 micro~r amas/m l . de prot.einas em diluições seriada..~, 

aprese nt.o u ag-lut.inação at.é o t.it.ulo de 1/128 que corres:ponde a uma 

concent.ra ção prot.e ica de 0,019 micro~ramas d e prot.einas/ml de s olução 

de EB, t.ant.o para hemácias do grupo s:anguineo A, B e O. 

X X 

So DD EB SoHN 

Valores dos Rm das b a nda~ prot.e icas 

A e B I Rm I 
1 0,03 

c 
1 

I Rm 
0,03 

2 0,1 21 
3 0 ,28. 

FIGURA 18 - Elet.ro1'orese e m poliacrilamida 
port.ador de mieloma de I~G 

soluções: de lect.inas. 
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O eluat.o PBS foi t.est.ado a pa.I't.il" de uma concent.I"açã o 

pl"ot.eica inicial de 1000 micl"ogl"amas de pr-ot.einas:/ml, apl"esentcm uma 

a~lut.inação até a diluição de 1/4, que COI"I"esponde a concent.I"açã o 

pl"ot.eica de 250 micx•or;I"amas/ml, t.ant.o pal"a hemácias do gl"upo sanguine o 

A, B e O. 

o eluato galactose apl"esent.ou um t.f.t.ulo aglutinante , 

semelhante ao do EB, nas mesmas concent.x•ações pl"ot.eicas, tanto pal"a 

hemácias A, B e O, como mos t.r•a a figura 20. 

4.5.2 - Iniblção da hemoglutinação de com açúcares 

4.5.2.1 - EB e Eluato galactose 

Nest.es: tes:t.es fol"am usados uma mistul"a de hemácias A, B e O 

pal'a pi'epa.I'ar a suspensão de h emácias usadas na hemag-lut.inação. 

O EB e o eluat.o €alact.ose, a part.il" de uma con ce ntl" ~ã o 

pZ"ot.eica de 25 microg-ramas/ml, apl"esent.aram um titulo a~lut.inant.e at.é 

a diluição de 1:128. 

Quando a reação ocorl"eu numa solução contendo galactose O ,3M, 

inibiu completamente a a~lutinação como mostl"a a figura 20 . Em t.. e ::.: L ~ s 

an"t.eriores já haviamos observado que a aglutinação é p osit .. i v a at.é a 

con centração pl"ot.eica de 50 microgl"amas/ml, e inibida a partir de 25 

mi CI"og-r amas/ml. 

A x•eação de hemag lut.inação num me io contendo soluçã o de 

glicose 0,3M, diminuiu o t.it.ulo hem.aglut.inante para 1:16, que 

col"responde a uma concent.I"ação pi"ot.eica de 1,56 rnicrograma.S/ml com(.} 
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most.ra a f'igura 20. 

A presença de lact.ose no meio de reação inibiu a aglut.inaçã o 

1:2, que corresponde a uma concent.ração prot.eica de 12,5 

microgr-.amas/ml. 

4.5.2 .2 - Eluat.o PBS 

A p.al't.ir de uma concent.ração prot.eica inicial de 1000 

microgr-a mas/ml, o elua t.o PBS que aglut.ina at.é a diluição t/4, f'oi 

t.ot.éalment.e inibida a 

~alact.o se e lact.os e 

a~lut.inaç ão a pal"'t.ir 

aglut.inação quando 

O ,3M e a solução 

da diluição 1:4, 

acrescent,ado solução de 

de ~licose 0 ,3M inibiu . a 

que corresponde a wna 

concent.l'ação prot.eica de 250 microgramas/ml ou seja, inibiu apenas: o 

valor de uma diluição. 
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Ur RC 

X 

EI 

X 

SoHN . 

+ 

Valores dos Rm das bandas prot.eica s 

A e B I Rm 
1 o, 18 
2 o, 28 
3 0,38 

FIGURA 19 - Elet.t"of'o:rese em poliacrUamida de p:rot.eina.s da 
pacient.e port.ador de de mieloma de I~A, 

incubação com soluções de lect.inas. 
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. FIGURA 20 - H e m a~ lu t.inação de hemácias humanas 
t:alactose <J.acalina) e inibiçã o da 
galact.os:e, ~licose e lactose. 

ABO, por EB, eluat.o 
h e m a~lut.i n ação por 

A esquerda estão assinaladas as soluções que :fora m 
dilutdas: ext.rat.o bru-to <EB> e eluato t:.alact.ose (j). Ern 
cima estão expressos as concentrações prot..eicas de c: ~da 

diluição em J-.1~/ ml. A direita estão indicados os meios n os 
quais ocorreram as reações: em solução PBS, ~a:lact. ose , 

t;licose e lactose. 

72 



5 - !Hscuss;m 

Como descrit-o ant.eriorment.e lect.ina do ext.r-at.o br-uto (ED) de 

sement.e de jaca re.ag-ia e pl~ecipii.ava .Glicopr-ot.einas do SOl'O humano, 8 

uma vez que em secl"eções como o colo-st.r·o, apenas a IgA e1"& pl:'ecipit . .ada 

(ROO.UE-11ARR.ElRA & CAMPOS-NETo, :1985), no pre:s:::ent.e trabalho e.st.udamos: 

int.ex•ação deste extrato bruto, com g-licoprot.ein.as: da. saliva, usando 0 

soro como r-ef:erência. 

Através da :I'eação de precipitação em meio líquido, 

ve:r-iflcam.os que pl"opo:r-ciona!ment.e, o EB precipita mais clicopr-ot.einas: 

da saliva que do soro humana.. e que e·st.a interação set;ue os: principias 

da reação ant.if!:'eno e ant-icorpo, com pont...o de equivaMncia onde ocox·:r·& 

a maiox• pre-cipitação, I<eg-ião de excesso de lect.ina e excesso de 

glicopr-ot.einas: (Fiog. 5 e 11). 

At.ravés dt~ reação de dupla dif'usão em •;el de agaz.ose .a reação 

do EB com g-licoprot.einZtS de saliva revelou apenas uma linha de 

p:r-êcipit.ação~ t.ant.o com saliva concentrada a obt.ida sem 

estimulo, com meno-r concent..r-aç.ão prat.-e-ica <Fi!l:. 6). 

Par-a t..est..a.rmos a especificidade da reação do EB com !:;:A da 

saliva e do sor-o hu.-nano~ usamos m.at.e:r-ial de pacierfte por·t.adox·· de 

hipogamaglubullnemia 

vel'i:ficamos as mesmas linhas de precipitação obt.idas com. saliva e sor·"J 

cont.endo I~ A, s:u~erindo que out-r-.t~s glicoprot..einas: t.-ant.o d;:, .saH v :::."!l. 

quant.o do soro reagiam com lect.inas present.es no EB <Fig:. 8 e 13). 

Após realizar-mos os t.est.es iniciais de int.er-ação de t:r>rLx··;-tt.o 

bt>ut.o de semente de jaca CA.int.e~rif"olia), com f:licopr-ot.ein;:'.I.S de 

saliva e soro, procuramos obt.er a lectin.a pu:x-i:ficada. 
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de de afinidadet com 

Pier•ce conÍol'me- dascrit.o por 

ROQtH:-BARREIP.A ot al <1986b), obt.i vemos: 'fracionament.o do 

br-uto. As !'rações obtidas: :fo:r·a.m dialisadas: e concent.I'adas at.r-avés de 

lioHlização. o de x-elat.iva escolhido I: oi o de 

eleLro:foN::~se em a{;.aros<? e a comprov.aqão da atividade pr-ecipitante d.a 

lect.ina t·oi l"ealizado a'Lravés de imunoelet.ro:forese cont.ra prot.einas: de 

saliva e de soro, <..:o-mps.:r-ados: ao ext.r-at-o bruto iniciaL 

O mét.odo usado· paN':t o f'racionament.o do EB, per-mit .. iu a 

obtenção de uma banda prot..eica,, eluida com solução de galact.<:..se~ que 

pe-rmanece próximct ao pont.o de aplic.aç:ão correspondendo a ce:r·ca de 63-5'1: 

das px-ot.einas do EB~ quando ó.11alisada a:t.ravés de elet.rofor-ese -em 

Sua a:t.ividade f' o! conHr·mada atr·avés de 

i.munoelet:.t•o:forese cont.r·a prot.einas do soro e da s:aUva <Fi~. 2 e 3). 

Ao :r·eali:za1~mos a elet-rot~ot ... ese das demais :fr-ações: que n::-'io 

:foram ret.idas na coluna~ vex•i:íicarno-s: que o rendimen.t.o !"oi t.ot..al em 

retir.a1 ... a lect.ina com es:peciflcidade ):ta~"a ,g;:alactose do ext,t"at.o brut.o. 

Es:t.a fr-ação, que não 1~oi l·et.ida na coluna, eluida com s:oh.tç?iu 

PHS,_ após concent.r-.ação~ e s:ubtn~t.ida a elet.1•of'orese e imunoelet.:rot-or..:;f·;j:• 

cont.:r-a prot.einas do soro e :s:aliva, revelou uma Unha de pl"é.<Cipi Laz_;,;-.::., 

ênt.:r•e a rr-açâ:o de meno:t• migr-~01qâ(} an6dica e Pl"01...einas: do sor·o hwu:1.tV< 

normal. Es:La !':r-ação correspond2- a 7% das: p:r-ot.einas do EB sendo 

pux·if1cad.ns no eluat.o PBS~ houve u:rn aumento de concent..x-a.ção p<:'l.:t"a. ~·J?::·c, 

1-es:utt..ados de densit.omet.r•ia~ não most.r-a.do nest.e t..l.".ab:,~lho. o qtlt:: 

pex·mit.iu evidenciai~ a at.iv:l.dade de lect.ina com 

p!"ecipi t..ant.-e des-t.a banda p:rc.t ... e-ics. do ext.:rat.o hr-uto, 
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confirm . .::tda quando f't.U"atn usadas maiores concent.rações prot.eicas do ED 

para elet.rofo:t~ese e i.munoe-le-t.ro1o:t··ese-. A p:t"es:ença de mais de uma 

lect-in.& no erlx-at.o bN.rt.o de jaca.,. t..inha sido suger-ido ant.erior-ment.(1" 

CAMPOS-NETO, 1985o MOREIRA, • AINOUZ, 1981). A 

pr-esença de:st.a out.ra lect. i. na pode s:Bt.~ su~erida quando se realizou a 

dupla di:fusão e-rn r;-e-1 de agarose,_ usando o EB e sol:'o humano nol:'mal_, 

ocor-rem duas Unh,C"i:S: de preci.pit.ação, uma mais intensa pr-óximo do EB e 

out.1•a que só está present-e quando se usa concent.ração acima de 20 

mg/ml de protein:.."tS do ER Este f'at.-o póde- ser con:fil .. mado usando a 

lec-tina pu:r-J.:ficada com galactose e a :fração eluida com solução PBS, da 

coluna de cx•oma:t.c.g'l"afia~ em. que se veriflca a pr·es:ença de linha<:;; 

dist~int.as de pT>ec!pit.a.ção com cada uma delas, ao l"ea~ir- com sor-o 

humana nor·mal <Fig. 12). 

Nas cond.lções t.es:t.adas. apenas a lect.ina com especl:ficidade­

para ~alact.ose I~e~l{;ÍU com glicoprot.e:in.r:lS de saliva humana no_rm.al. 

A pa:r•'Lir- dt~ evidências que mais df'~ uma g-licopr-ot.eina da 

saliva e do soro hum.a.no reagiam com .as lect.inas do EB, procul'amos uma 

técnica adequada par·a comproVai" est.a hip6t.ese. A imunoelet.:t'of'o:r•ese em 

ag-arose da saliva e sor-o humano, cont.ra EB e suas :frações não 

most.r.rn~am linhas de p:t'ecipitaçl:lo~ em váJ•ias t.it.ulações, ocort~endo 

apenas manchas imprecisas. 

Como a elet.l~of"o:r-ese em get de poliaci"ilamida fornece rn,túo.r· 

sepal."ação das p:r-.:1-Lelnas, opt-amos BJ'IÓS separ-ação elet.roí'ol"ét.ica d8~ 

pP.Ot.einas:. do so:r·o, ur•ina e saliva rr~~l.a incubação do gel com a s:oluç?:io 

de EB e sua.,; fi'>ações~ se~uido de lava~-0ns com solução de PBS at.é que 

:f"ossem l"et.ir.adas dos géis as pr-ot.einas que não reagiram com as 
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lect.inas:. P.ar-a melhor evidendttção dos complexüs lect.ina-prot.einas 

precipitados os gé-is: :foram cor-ados. 

At.N?l.Vés dest.a t.écnic."J! foi possivel demonst.r-ar- que o EB e o 

eluat.o com duas ban.das: e uma f"aixa de pro-t.einas dct 

Si"tliva. humana noz.mal (FJ.g. enquant.o qu~ com saliva. L.C. 

inclusive !'oi exacerbada quando comparado a elet.rot'o1•es:e (Fig-. 10). 

Es:t.e result.ado est.á de acóJ:-do com a obser-v as~ão de:- scHRAúER & 

quando principal ~licopr-ot.eina da 

saliva t.ot.al cont.ém galact.ose COlTlO pr·indpal t.t':!m. 

especiflcidade de g:r·upo san~uineo, sug-erindo que a..s lecf~inas do EB ni'olo 

.r-eag-em apenas com Ig-A da saliva. 

Qu.ant.o ao soro humanot usando a elet."t:of"o:r-es.e~ seg-uida de 

A incubação do gal com o elu.a:Lo PBS e.vido:ncia ce:r•ca de 6 

com o eluat.o galactose per-manece no gel uma f"ai:xa e u1na bartda 

p.:f•ot.eica, quando compa:r-ado ao con:Lr·ole (F'ig. 1.4). 

o sor-o L.C., deHciente em IgA, desta t.êcnica, 

most.r·oU o m~smo número de bandas: pJ."ot.eica.s: quando incubado com ehl.:tt..t) 

PBS e apenas uma banda~ com o eluat.o galac"lose (Fi~. 15). 

So:c·o de pacientes mie lo ma nu:llliplü, 

incubação com EB mostraram .a.spect.,us 

diferent-es conlorme a classe de imunoglobulina. 

O soro da pacient.e R.C_, pol~t.ado:r-.a de mleloma de IgA, qw·· 
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a.pr-c~sent.a uma banda de .alt.a concenll".S.Ção prot.eica na re~ião cat.ódica~ 

provavelment.e cor-respondendo à l{;A 1 após: incubação e lavagem, :foi 

exacerbada quando incubada com EB e eluat.o galactose, po1 .. ém f-oi 

e-limif"ada quando incubado com o elu.::tt.o PBS e o cont.róle <Fig. 16), 

A ~let.r-ofore-s:e de prot.einas da urina da pacient..e R.C. most..rou 

com Rm semelhant-e ao da 

provável par·apx•ot.eina p:N?Sent.e no soro} que l"ear;iu com lect.inas: do EB. 

A p:r-eserrça d.?st.a prol.eina na u:r·ina p:t~ovavelment.e est.á l•elacionado à 

insunciencia N:m::ll que a padent.e ap1~esEmt.ou CFig-. 19). 

O S:ól>O do paciente G.O,~ t..ambém po:r·t.ador de mieloma da IgA, 

quando incubadD com EB, exacepbou a banda pr·ot.eica de maiox• 

concent..:roação pr<:!sente na região cat.-6-dica. provavelment.e col:'I'ts:portdendo 

à pal"apl~ot..eina, que foi diminuida no contróle <Fi,;?;. 17). 

O sor-o da pacient-e D.D., port-;;.'l.doN:l de mieloma de IgG .• quando 

submet.ido ao mesmo t.rat..ame-ntJor rnost.r-a que lect.in.9;S presentes no EB~ 

não I"'eagem com <e-st.a pr-ot.eina~ pois a banda de pr-ot.eina que deve 

co!'· responder l{;Gt não per·mq;t.n.eceu no .gel~ após incub:ação com o EB (Pig. 

18). Est.es: r-esultados conf"ir-m.arn que no EB a lectAna que r&age com a 

I~A é a com especificidade pax·a J$;&lact.ose a como t.em sido demün.õ;Lr>Lt>::k>, 

os mielonta.s t.e-st.ados: s:ão de IgA st.tbclasse 1, como das:ci•it,o pOl' 

KONDOH-eL ol (1.986). 

A em ~;el de poliacr·il.CJ.mid .. 'i., 

p:t'o'Leinas da saliva e soro huma_no, se,g;uido de incubBção c()m solur;Ot:~s 

lect.inas p.-:u·ece ser especif'ic.;:.~ con:t"orme os r-esult.ados obt.idos~ qu.-tndu 

comparados aos cont.:r·ol.;.s, onde .apen.:;iS as p.r-ot.einas de maior pc,..so 

molecular que permanecem na rfr~:lão catódica não são 
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X<etir•adaf:~ pela lavagem~ porém as demais: bandas !'oram t.ot.alment.e 

eliminada"S quando incubadas com lect.inas, devido 

provavelmente à rea<,;ão es.--pecú:fica de lect.-inas co1n gllcoprot..ain.as no 

gel de poliacrilamiJ.a, impediP.do que sejam ret-iradas dUl"artt.e 

lavag:em. 

Es:t.a t.écn:!ca nb:o foi adequada para evidenciar a at.i.vidadt-~ de 

lect.inas: na EB, quando submet.ido a elet.rof"orese, seg-uido de incubaçf4o 

com p:r-ot.einas do S.:Ol"O e s-aliva~ provavelment.e devido ao elevado pe-so 

Jnoleculiu" das glicoprot-einas: que não conse~uem penet.I-ar no gel. 

A r-eação da lectina, com açúcares de g-licoprot.einas pode st:r 

confh--rrt.ada no exper·iment.o, que most.rou reatividade do EB, mes:mo '-'*PÓS 

:íel"vura da s:aliva.. qual'1do as: proi.einas simples são desnat.tu'adas 

po:r•ém as .altamente conju~adas são p:Peservadas CFi~. 9). 

henu~glut..inant.e que cor·l~esponde ao da sua pl"incip.al 

com es:peciOcidáde par-a g;alact.ose <Fig. 20). Nenhuma da.s: 

lect.inas é especí.f:J.ca para ~rupo:s; sanguíneos do sist.ema ABO. 

A lecttn8. p:r·esent.e no eluat.o PBS t.em proporcionalment.e bh.ixo 

t ... it.uio hemaglut.inant.e. 

A .g.al.act.ose e a lact.c.•s:e lnibem a hemaglut..ina.ção t.ant.o do EB 

como do eluat.o gal<:tct.ose quando comparvado à ~licose nas tn~S>s:nJa.s 

molares. A pequena inibição pl"oduzid.~ pela 

<Fig. 20). 

A inibição hemag-lut..irl3.ção produzida pelos: 

glicos:e e lact.ose, no eluat.o PBS, provavelment.~~ 
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fração não fm~arn l~etidas: na coluna de Agarose-D-gal.act.ose. 
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6- RESUMO 

Lect.ina.<S: são prot..einas que s:e- ligam a açúcares: esped.íicos de 

macromolóct.üas. Foram descri-tas: inicialment.e ""m p'- -,' -~, ' d .... ~ '-'"""""' pOY•f::!ffi e 

out.r•as f'ont.es já !'oram isolados como bactArias, aJ:rlmais e at.é mesmo 

As lect.ina.s vár·ias propriedades COJllO 

de bact..é:rias, px·ot.ozoár·ios~ leucocit.o:<E:~ 

est.1.mulo mit..o~ênico para linfóci t.os e ent.Y.e- out-ras .a reação 

p-recipitação de t.'licoproot.êinas:~ incluindo imunoglobulinas. 

As g-licop!"ot.einas consrt.it.uem um grande- grupo de subst.ândas: 

pr-esentes na saliva e soro.. dent.r-.~ elas a imuno~lobulina A. Tem sido 

e secr-eções: human.as. 

l"eagia com imuno~lobuJ.ina A, 

:sa.Uva.l', e se era esptii>ci:fica pro•a est.a g-licoproteina, comparando as 

l"eações com as gllcoprot.einas do soro. At.1.~~,wés de t.écrdcas de dupla 

di:fus:ão em gel de agarose, em gel de 3f;at'OSe e 

pol:iacr•ilamida, com saliva e def'ic:ient.e em imuno~lahulina A~ 

ve:r-i:fic2'!mos que es:t.a lect..ina :r-eage com out.r-as glicopl:•ot.einas: da saliva 

e do sor-o além da irnunog"lobuHna A, 

Após o ír-acionament.o do ext.l"at..o bT·uto de St"~ment.e de jaca, por 

cromat.og-J'a.fia afinidade .agar-ose-D-galact.ose, 

exist.éncia de out.ra lect.i-rJ..~ 

galact.ose, com a:t.ividade pr-eci.pit-an:t..e p.a:r-a várias pl•?t.eiuas: do sol~o 

humano. 
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As p'l"o·Leinas: da saliva e soX>o sepal"adas. elet.ro:fo!"et..icarnent.e 

em géis de poliacr-llamida reagem com soluções da lect.inas. A reação ê 

específica, pois que apresent-am afinidade 

lec-t.tnas ficam imobilizadas, enquanto que out.ra:s se difundem do ~el 

quando em soluçõe-s t.ampí5es. Est.,;.t t.êc:nica most.r-ou-s:e ade-quada para o 

estudo de g:llcopr·o-t.einas da saliva e sor-o humano no:r-mal e pat.ológ-\co. 
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7- SUMMARY 

Int.e1~act.ion ot' lect.ins o'f ja.ck seeds: Ar-tocar"pus intef.!rijolia_, 

wit.h salivat~y and hutnan ser-um glycoprot.eins. 

Lect.ins ax-e prot.eins which bind t..o speci:fic s:accha.t'oides in 

polysacha:r-ides, g-lycolipids. Alt.houg-h 

desc:r-ibed in plant.s, t.hey h.ave lJeen isolat.ed :frorn many diverse sorn"c&s 

Hke bact.erias .and animal including smails, s:pohg-es, fls:h .and ot.-he:r-s. 

The lectins have many biological a.ct.ivi t.ie-s like 

prot.ozoal, leukocyt..es agglut.inat..ion~ pi>oduce 

e-!':fect. on lymphocyt.e cuH .. ure, a.nd pl""ecipit.at.e glycoprot.eins> as t,he 

immunog-lobulins:. 

The ~lycoprot.eins ar·e irnpol·t.ant. ~roup in the salivax•y and 

s:e:t'um component.s, included immo..tnog1obulin A. 

Ou!" aim was determine iÍ t.he lec:t.in of jack seed Cgalact,ose-

sp-ecif1c) react.s specif'ically wit.h salivary immuno~lobin A when 

compax>ed wit..h serum glycopr·ot.eins:. Throu~h doubl10.1 a~ar diífusion and 

elect.rophoret.ic sep.ar-at,ion in 3.€ai·6se .and polyac:r-yJ.amide g'els: oi' IgA 

deficient.. saliva and sel"um, we observed that.. ot.he:r- .g-lycoprot,eJn.·s: 

present.. in saliva and serum react. with t..his lect.in. 

The í"l"'act.ioned cJ"ud-0 .ext.:r•act .. s o:f j.ack seeds: by an--htt.y 

r-esulted it'l a lect.tn spncl.f'lc 

t..o {:"alact.ose. The ot..hel" p:r•ot.eins i:~hat.. didn~t. bind t.o g:ail:-<ct.ose, <-llso 

r-ea:ct. and p:r-ecipit.at..e Va:r"ious ser-um pr-ot.ein ... s:.. 

The salivary and p:r•ot.eins separat.ed in dis:r. 
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polyac:r>yl.amide gels: react. wit.h lect.ins solut.ions:. The react.ion is 

specific because only some pr-ot.e-ins: a:t'e r-et.a.ined int.o gel aft..<C!'l" 

:r-apeat.a-d wash in bu.ffer. This procedui>e w.as s:hown t.o be- usef'ul for 

st.udy nor-n1.al and p.::lt.holo~ical human s.aLI.vai>y .and se:rum ~lycoprot.eins. 
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8 - CONCLUSõES 

A análise- dos res:ult..ados des:t...e t.r·abalho 

Cormuladas as se{';uintes: conclusí'::íes: 

1 - Le.ct.ina de sement.e de jaca int.el"'a.ge com glit.."!OPl'ot..einas: 

2 - A int.e-ração das lect.inas: de semente de jaca n.~o é 

selet.iva e exclusiva par-a IgA s\:.=Ui v al". não sendo adequada para 

quantificar esse anticorpo na saliva. 

3 - As s:aUvar·es séi'icas: 

elet.rof'o:r•e-t.icament.e em geis de poliac::t•ilamida l.~eag:em especif'icam~ntd3" 

com soluções: de !ect.inas. Est.a t.éc::nic.21 most.rou-se viável,podendo se:r· 

um meio adequado como diagnóst.ico auxiliar em casos pat.oló~icos. 

a!1nidade pet'mi t.e iden.t,iíicar· lecl.ina que com 

g:Hcap:r-ot.c~inas do soro huma:no, om acX<éscimo .à jacalin.a. 
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