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RESUMO 

 

Infusão de entrecasca de Schinus terebinthifolius Raddi., família Anacardiaceae 

(aroeira), tem sido comumente usada em medicina popular. Lectinas constituem 

um grupo heterogêneo de proteínas capaz de reconhecer e reversivelmente ligar a 

carboidratos. O objetivo deste trabalho foi isolar a lectina de entrecasca de S. 

terebinthifolius e avaliar suas propriedades biológicas. Extrato obtido do pó de 

entrecasca foi submetido a ensaios de atividade hemaglutinante (AH) usando 

eritrócitos de coelho e humanos; extrato aquecido (100° C por 30 min) foi também 

usado. Proteínas do extrato foram precipitadas com sulfato de amônio e uma 

fração sobrenadante 40% (FS40) foi cromatografada em coluna de quitina; tampão 

borato de sódio 0,15 M (pH 7,4) e NaCl 1 M  foram usados nas etapas de eluição. 

Ensaio de inibição da atividade da FS40 foi feito com carboidratos (frutose, fucose, 

galactose, glicose, maltose, manose, N-acetilglicosamina, rafinose, ramnose e 

xilose), como também com glicoproteínas (caseina, fetuína, ovoalbumina e 

tiroglobulina). A Lectina de entrecasca de S. terebinthifolius (SteBL) foi estudada 

com relação aos seus efeitos sobre liberação de peróxido de hidrogênio ou óxido 

nítrico por macrófagos e proliferação de linfócitos. SteBL aglutinou eritrócitos em 

diferentes graus; a mais elevada AH específica foi detectada com células 

humanas AB. A atividade da lectina foi estimulada após aquecimento e inibição foi 

obtida com fucose, galactose, N-acetilglicosamina, rafinose e glicoproteínas. O 

perfil cromatográfico mostrou picos protéicos eluídos com borato de sódio e NaCl 

1 M; somente o último pico promoveu hemaglutinação. SteBL tem propriedades de 

produção de óxido nítrico, induziu a liberação de H2O2 por macrófagos e mostrou 

pequena atividade mitogênica. SteBL, uma nova lectina de entrecasca, tem 

perspectiva de aplicações biotecnológicas.  
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ABSTRACT 

 

Bark infusions of Schinus terebinthifolius Raddi., Anacardiaceae family (aroeira), 

have been commonly used in popular medicine. Lectins constitute a 

heterogeneous protein group capable of recognizing and reversibly bind to 

carbohydrates. The aim of this work was to isolate a bark lectin from S. 

terebinthifolius and to evaluate its biological properties. Extract was obtained from 

bark powder and submitted to hemagglutinating activity (HA) assays using rabbit 

and human erythrocytes; heated extract (100° C by 30 min) was also used. 

Proteins of the extract were precipitated with ammonium sulphate and a 40% 

supernatant fraction (SF40) was chromatographed on a chitin column; 0.15 M 

sodium borate buffer (pH 7.4) and 1 M NaCl were used at the elution steps. 

Inhibition assay of SF40 activity was performed with carbohydrates (fructose, 

fucose, galactose, glucose, maltose, mannose, N-acetylglucosamine, raffinose, 

rhamnose and xylose), as well as glycoproteins (casein, fetuin, ovalbumin and 

thyroglobulin). S. terebinthifolius bark lectin (SteBL) was studied with regard to 

their effects on release of hydrogen peroxide or nitric oxide by macrophage cells 

and lymphocyte proliferation. SteBL agglutinated erythrocytes at different degrees; 

the highest specific HA was detected with human AB cells. The lectin activity was 

stimulated after heating and inhibition was obtained with fucose, galactose, N-

acetylglucosamine, raffinose and glycoproteins. The chromatographic profile 

showed protein peaks eluted with sodium borate and 1 M NaCl; only the latter peak 

promoted hemagglutination. SteBL had nitric oxide-producing properties, induced 

release of H2O2 by macrophages and showed low mitogenic activity. SteBL, a new 

bark lectin, has perspectives of biotechnological applications. 

 



1. INTRODUÇÃO 

 
1.1 Lectinas 

1.1.1 Generalidades    

 
Lectinas são proteínas amplamente difundidas na natureza (Ratanapo et 

al., 2001), sendo encontrada nos seres unicelulares (Yamaguchi et al., 1998), 

pluricelulares animais (Chen et al., 1999; Ye & Ng, 2000) e vegetais (Cavalcanti et 

al., 1990; Coelho & Silva, 2000). As plantas constituem uma rica fonte de lectinas, 

e sua estocagem orgânica ocorre principalmente nas sementes, tubérculos, 

bulbos, rizomas ou cascas (Rudiger, 1998). O termo lectina (do latim “lectus”, que 

significa “selecionado”) inicialmente referiu-se à habilidade de algumas proteínas 

ligarem-se seletivamente e reversivelmente a carboidratos da superfície celular 

aglutinando eritrócitos. O termo aglutinina é usado como um sinônimo para lectina, 

porque refere-se à habilidade de aglutinar eritrócitos ou outras células (Peumans & 

van Damme, 1995). 

Goldstein et al., (1980)  definiram lectinas como proteínas ou glicoproteínas 

de origem não imunológica, que se ligam a carboidratos através de pelo menos 

dois sítios de ligação, aglutinam células vegetais e/ou animais e precipitam 

polissacarídeos, glicoproteínas ou glicolipídeos. Peumans & van Damme (1995) 

apresentaram uma definição para lectinas, baseada em suas estruturas. Assim 

eles definem lectinas  como  proteínas ou glicoproteínas que possuam pelo menos 

um sítio de ligação reversível a um oligo ou monossacarídeo, sem apresentar 

função catalítica ou características estruturais imunológicas. Esta nova definição é 

mais abrangente, pois inclui uma série de proteínas com comportamentos 

diferentes do ponto de vista das propriedades aglutinantes e/ou de precipitar 

glicoconjugados.  

Tomando-se como base a natureza estrutural as lectinas foram subdivididas 

em três classes distintas: merolectinas, hololectinas e quimerolectinas. 

Merolectinas são proteínas que consistem exclusivamente de um sítio de ligação a 

carboidrato. São pequenas, incapazes de aglutinar células, devido à natureza 

monovalente. Incluem as proteínas monoméricas ligantes de manose e a lectina 
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de Hevea brasiliensis (heveína). Hololectinas, engloba um grupo de lectinas com 

dois ou mais sítios de ligação homólogos para carboidratos, e portanto, são 

capazes de aglutinar células e precipitar glicoconjugados. A maioria das lectinas 

de plantas conhecidas são hololectinas, comportando-se como hemaglutininas. 

Quimerolectinas são proteínas compostas de um ou mais sítios de ligação a 

carboidratos e um sítio com atividade catalítica bem definida (ou outra atividade 

biológica) que atua independentemente dos sítios de ligação a carboidrato. 

Exemplos típicos de quimerolectinas são quitinases classe I, com um sítio de 

ligação a carboidrato e um sítio catalítico; e RIPs tipo II, apresentando dois sítios 

de ligação a carboidrato e um  sítio de inativação ribossômica. Mais recentemente, 

Peumans & van Damme (1998a) sugeriram a introdução de mais um tipo de 

lectinas, as superlectinas. Elas seriam proteínas com dois sítios de ligação a 

carboidratos estruturalmente diferentes, reconhecendo dois carboidratos 

diferentes. A lectina de bulbo de tulipa, com dois sítios, um específico para 

manose e o outro específico para N-acetilgalactosamina, é um exemplo de 

superlectina (Peumans et al.,2001). 

A grande maioria das lectinas de plantas conhecidas podem ser agrupadas 

em sete famílias, de acordo com a relação evolucionária e estrutural (tabela 1); as 

famílias mais numerosas correspondem àquelas isoladas de legumes e as 

ligadoras de quitina (Peumans & van Damme,1998b). 

As lectinas são particularmente abundantes em sementes de leguminosas, 

chegando a constituir até 10% da proteína total (Spilatro et al., 1996). A 

quantidade presente em sementes pode variar bastante; em algumas, constitui 2% 

do peso seco (Rudiger et al., 1998).    

Porém tem crescido o interesse por lectinas presentes em tecidos 

vegetativos como folhas (Coelho & Silva, 2000; Ratanapo et al., 2001), entrecasca 

(Spilatro et al.,1996; van Damme et al., 1997a,b; Wititsuwannakul et al., 1998) e 

raízes (Naeem et al., 2001). A principal proteína da entrecasca de Robinia 

pseudoacacia (falsa acacia) é uma aglutinina. Em 1978, Horejsi et al. isolaram 

esta lectina e determinaram ser uma proteína de massa molecular (Mr) 110.000 

composta de duas subunidades de Mr  29.000 e 31.500 que exibiam 
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especificidade para N-acetilgalactosamina. Tazaki & Yoshida (1992) purificaram 

esta lectina por cromatografia de troca iônica; descobriram que trata-se de uma 

proteína homotetramérica (106.000) composta de um único tipo de subunidade Mr 

29.000. Para explicar as aparentes discrepâncias na literatura concernentes a 

estrutura molecular desta lectina, foi realizada uma reinvestigação detalhada, onde 

foram caracterizadas duas lectinas diferentes para R. pseudoacacia, chamadas de 

RpbAI e RpbAII. Determinou-se que RpbAI é composta de dois polipeptídios 

homólogos de Mr 29.000 e 31.500. A RpbAII é uma proteína homotetramérica 

composta de subunidades de Mr 26.000, mas desprovida de atividade aglutinante 

(van Damme et al., 1995).  

Tabela 1.  Famílias de lectinas de plantas: ocorrência e especificidade 

Família Ocorrência 

(número de lectinas identificadas) 

Especificidade 

Legumes >100 Manose/glicose 

Fucose 

Gal/GalNAc 

(GlcNAc)n 

Ácido Siálico 

Complexos 

Ligadoras de quitina >100 (GlcNAc)n 

GlcNAc 

Ligadoras de manose de 

monocotiledôneas 

>50 Manose 

Cuccurbitaceae <10 (GlcNAc)n 

Amaranthaceae <10 GlcNAc 

Jacalina <10 Gal/GalNAc 

Manose/maltose 

 

RIP Tipo 2 >20 Gal/GalNAc 

Siaα2-6Gal/GalNAc 

Gal, galactose; GalNAc, N-acetilgalactosamina; GlcNAc, N-acetilglicosamina 

Outras lectinas de entrecasca têm sido intensivamente estudadas. Incluem-

se as isoladas de três espécies de sabugueiro Sambucus nigra, S. canadense e S. 
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sieboldiana (Shybuya et al.,1989) e sófora do Japão, Sophora japonica ( Ueno et 

al., 1992). Esta última lectina possui Mr 120.000,  e encontra-se  como duas 

lectinas diferentes, SJAbmI e SJAbmII, altamente similares, compostas de quatro 

subunidades de 30.000 (van Damme et al., 1997b).   

Evidências enfatizam uma forte semelhança entre as clássicas proteínas de 

armazenamento em sementes e suas homólogas funcionais em tecidos de 

entrecasca. Primeiro, as proteínas de armazenamento de entrecasca, que são 

definidas como as proteínas presentes nos tecidos da entrecasca, em grande 

quantidade durante o inverno e ausente durante o verão, estão sujeitas a um 

rigoroso controle evolucionário. Segundo, todas as proteínas de armazenamento 

de entrecasca estudadas acumulam-se em células parenquimais depositadas em 

organelas similares aos corpos protéicos das sementes. Terceiro, a composição 

de aminoácidos das proteínas de armazenamento da entrecasca se assemelha 

fortemente  com as proteínas de armazenamento das sementes.  Conclui-se que 

ambas as proteínas apresentam  funções  fisiológicas semelhantes na planta. As 

lectinas de entrecasca de S. nigra, R. pseudoacacia e S. japonica, são 

consideradas verdadeiras proteínas de armazenamento, baseando-se na sua 

quantidade, flutuação sazonal e localização (van Damme et al., 1995). 

As funções fisiológicas das lectinas não estão claramente definidas. 

Sugere-se que possuem diferentes papéis nas plantas, incluindo transporte de 

carboidratos, estocagem e mobilização de proteínas de reserva e carboidratos, 

alongamento da parede celular, interação entre plantas e microorganismos e 

defesa contra o ataque de fungos, vírus e insetos. Interações e lectinas vegetais 

com bactérias patogênicas humanas têm sido extensivamente estudadas; 

entretanto interações entre lectinas de plantas e suas bactérias fitopatogênicas 

têm sido  menos investigadas. Recentemente foi demonstrado que uma lectina da 

Solanaceae Cyphomandra betace, com especificidade para N-acetilglicosamina, 

inibiu o crescimento de algumas bactérias fitopatogênicas (Ratanapo et al., 2001).   

As proteínas de entrecasca têm papel importante no metabolismo do 

nitrogênio de árvores da região temperada (van Damme et al.,1995), e tem sido 

sugerido sua participação no mecanismo de defesa da planta (Rojo et al., 1997). 
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Outras funções sugeridas para estas lectinas incluem a participação no 

metabolismo dos carboidratos e estocagem de proteínas de reserva (Spilatro et al. 

1996). 

Devido às suas propriedades peculiares, as lectinas têm sido amplamente 

usadas em pesquisa. As lectinas são muito estáveis e apresentam distinto 

reconhecimento de carboidratos; constituem ferramentas poderosas em estudos 

citoquímicos e histoquímicos (Danguy et al., 1998), para o isolamento e estudos 

estruturais de oligossacarídeos (Endo, 1996; Matsui et al., 2001) e 

glicoconjugados (Gilljam et al., 1994), fracionamento de células (Ohba et al., 2002) 

e como moléculas bioadesivas na entrega de drogas (Gabor et al., 2001). 

A ligação de lectinas às células pode resultar em uma variedade de 

propriedades biológicas, que incluem, aglutinação de eritrócitos (Paiva & Coelho, 

1992; Coelho & Silva, 2000), estimulação mitogênica de linfócitos T humanos 

(Pajic et al., 2002), liberação de óxido nítrico por macrófagos (Andrade et al., 

1999) e de peróxido de hidrogênio por neutrófilos (Timoshenko et al., 1995), 

antiinflamatória (Assreuy et al., 1999), antitumoral (Elsasser–Beile et al., 2001), 

antifúngica (Freire et al., 2002) e hipotensiva (Wang et al., 1996).   

 

1.1.2 Purificação  e Caracterização  

  
A purificação de lectinas, envolve técnicas comuns a processos de 

isolamento de proteínas (Fabre et al., 1998). Uma primeira etapa na purificação é 

o preparo de extratos em solução salina ou tampão. Esses extratos apresentando 

atividade podem ter suas lectinas parcialmente purificadas através de 

procedimentos, tais como, fracionamento salino com sulfato de amônio e diálise 

exaustiva (Kabir, 1998; Coelho & Silva, 2000). São igualmente empregadas 

técnicas cromatográficas convencionais, tais como, cromatografia de troca iônica  

e gel filtração (Ratanapo et al., 2001). A técnica mais utilizada atualmente é a 

cromatografia de afinidade desenvolvida por Cuatrecasas et al. (1968), que se 

baseia na propriedade das lectinas se ligarem especificamente a carboidratos 

(Kennedy et al., 1995). Esta propriedade possibilita o emprego da cromatografia 

de afinidade como etapa determinante no processo de purificação de lectinas 
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(Paiva & Coelho, 1992; Nomura et al., 1998; Padma et al., 1999; Coelho & Silva, 

2000; Ratanapo et al., 2001; Pajic et al., 2002). Nesta técnica, um ligante interage 

especificamente com a proteína que se deseja purificar. Quando uma solução 

contendo uma mistura de proteínas é passada por uma coluna cromatográfica, a 

proteína de interesse liga-se à matriz, enquanto outras substâncias são eluídas 

completamente pela adição de um tampão. A proteína de interesse será 

recuperada em sua forma purificada, mudando as condições de eluição para 

liberar a proteína do suporte (Khang et al., 1990; Ye & Ng, 2002). Suportes 

polissacarídicos constituem ótimas matrizes de afinidade para o isolamento de 

lectinas. A seleção da matriz polissacarídica depende da especificidade 

monossacarídica dos sítios de ligação; em geral a lectina é seletivamente eluída 

pela irrigação da coluna de afinidade com solução do monossacarídeo competidor 

(Figura 1) ou uma  solução de pH ou força iônica diferente (Correia & Coelho, 

1995; Hage,1999).  

Lectinas específicas para glicose/manose e seus derivados podem ser 

purificadas utilizando-se polissacarídios, como os géis de dextranas, 

comercialmente disponíveis, como Sephadex (Koshte et al., 1990). Aquelas com 

especificidade para galactose e seus derivados têm sido purificadas por colunas 

de afinidade utilizando-se os géis de agarose, comercializados como Sepharose 

(Peumans et al., 1996) e goma guar (Kabir & Daar, 1994; Moraes et al., 1996). As 

lectinas específicas para N-acetil-D-glicosamina e seus oligossacarídios, 

derivados de quitina, podem utilizar como suporte de afinidade a quitina (Shibuya 

et al., 1986).  

As lectinas podem ser caracterizadas por eletroforese, técnica que determina 

propriedades tais como, ponto isoelétrico e massa molecular aproximada. 

Eletroforese em gel de poliacrilamida de proteínas sob condições não 

desnaturantes é uma poderosa técnica de análise de pureza de estruturas 

moleculares nativas (Nemoto & Sato, 1998).   

 

Um método eletroforético comumente utilizado para a determinação da 

pureza e da massa molecular de subunidades protéicas faz uso do detergente 
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sulfato sódico de dodecila (Machuka et al., 1999; Pajic et al., 2002). Depois de 

realizada a eletroforese as proteínas são visualizadas pela adição de um corante, 

o azul de Coomassie (Coelho & Silva, 2000). 

A especificidade de uma lectina pode ser definida através de ensaio de 

inibição da atividade hemaglutinante (AH), fazendo uso de monossacarídeos 

simples ou carboidratos complexos. De acordo com o monossacarídeo e/ou 

oligossacarídeo que mais efetivamente inibe sua aglutinação por eritrócitos, as 

lectinas são classificadas nos grupos de reconhecimento da especificidade 

(Tabela 2). Novos grupos de especificidade foram adicionados com a descoberta 

de lectinas de ligação à manose, como a de Galanthus nivalis, e de ligação 

manose/maltose,  como a de Calystegia sepium. Muitas lectinas não se ligam a 

mono ou dissacarídios, mas requerem glicanos complexos para uma eficiente 

inibição da AH (Peumans & van Damme,1998a,b). 
 
Tabela 2. Lectinas de plantas: especificidade de ligação a carboidratos  

Especificidade Lectinas 
Grupo Fucose 
    Fucose 
Grupo Galactose/N-acetilgalactosamina 
   Galactose>>GalNAc 
   Gal=GalNAc 
   Gal<<GalNAc 
Grupo N-acetilglicosamina 
   GlcNAc 
   (GlcNAc)n 

Grupo Manose 
   Manose 
   Manose/glicose 
   Manose/maltose 
Grupo Ácido Siálico 
   Ácido siálico 
   Neu5Acα(2,6)Gal/GalNAc 
   Neu5Acα(2,6)Gal/GalNAc  
Grupo Complexos Glicanos 
   Complexos- especificidade conhecida 
   Complexos- especificidade desconhecida 

 
Ulex europaeus   I 
 
Artocarpus integrifolia  
Clerodedron trichotomum  
Glicine max  
 
Triticum aestivum  
Urtica dioica  
 
Galanthus nivalis 
Canavalia ensiformis  
Calystegia sepium  
 
Triticum aestivum  
Sambucus nigra  
Maackia amurensis 
 
Phaseolus vulgaris  
Euonymus europaeus  

   Gal, galactose; GalNAc, N-acetilgalactosamina; GlcNAc, N-acetilglicosamina 
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Figura 1. Isolamento de lectina através de cromatografia de afinidade. 

As proteínas que se ligam especificamente ao suporte polissacarídico são as 

lectinas. As proteínas não-adsorvidas são lavadas da coluna e a lectina é eluída 

por uma solução contendo o ligante livre. 
 

 

A proteína que 
interessa é eluída 
pela solução do 

ligante 

Mistura 
Protéica 

Tampão 

Proteínas 
indesejadas 

Lavagem 
da coluna 

Solução 
do Ligante 

Ligante 

Lectina 

Matriz Polissacarídica 

A mistura protéica é adicionada à coluna 
que contém um polímero contendo ligante 
específico para a proteína de interesse 
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1.1.3 Lectinas e Imunologia 

 
 

Vários estudos têm sido feitos associando lectinas e imunologia. Uma 

descoberta que dramaticamente atraiu a atenção para as lectinas foi feita  em 

1960 por Peter C. Nowell da Universidade da Pensilvânia, Filadélfia. Nowell 

encontrou que a  lectina de Phaseolus vulgaris, conhecida como fitohemaglutinina 

ou PHA, era mitogênica, isto é, possuía a habilidade de estimular linfócitos. Esta 

descoberta teve um impacto revolucionário na imunologia. Dentro de um curto 

período, algumas outras lectinas foram confirmadas ser mitogênicas. A lectina de 

Canavalia ensiformis, concanavalina A (Con A), age como um mitógeno e, ao 

contrário da PHA, sua atividade pode ser inibida por baixas concentrações de 

monossacarídeos, por exemplo, manose. A inibição da atividade levou à 

conclusão que a estimulação mitogênica resultou da ligação da lectina a 

carboidratos da superfície celular dos linfócitos (Sharon & Lis, 1987; Sharon,1989).     

A ativação e a proliferação induzidas por antígeno normalmente ocorrem 

nos tecidos linfóides e podem ser visualizadas in vitro através do cultivo de 

linfócitos na presença de ativadores entre eles, lectinas (Pajic et al., 2002).  

Lectinas que são capazes de ativar linfócitos em receptores de células B ou 

T (Janeway et al., 2000) são conhecidas como mitógenos (indutores de 

proliferação). A estimulação in vitro dos linfócitos por mitógenos supostamente 

mimetiza a estimulação específica por antígenos. Con A é mitogênica para 

linfócitos T humanos e murinos (Kosonen et al., 1997) e o caruru de cacho 

(pokeweed mitogen–PWM) estimula células T e B humanas (Janeway et al., 

2000). 

As lectinas mitogênicas são ativadores policlonais, atuando em linfócitos 

independentemente de sua especificidade antigênica; constituem, portanto, as 

maiores ferramentas para estudos do mecanismo de ativação celular. A 

estimulação mitogênica pelas lectinas proporciona uma fácil e simples avaliação 
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de pacientes que sofrem de imunocompetência, presente em uma variedade de 

doenças, incluindo AIDS, sendo aplicada ainda para monitorar efeitos  

imunosupressivos e imunoterapêuticos (Lis & Sharon, 1998).  

Embora extensivamente estudado, o mecanismo da estimulação mitogênica 

é desconhecido. É geralmente aceito que o passo inicial é a ligação da lectina aos 

carboidratos das superfícies celulares. Análise dos constituintes de membranas de 

linfócitos humanos demonstrou que cinco glicoproteínas distintas ligam-se as 

lectinas mitogênicas, mas não se ligam às não-mitogênicas. Tem sido sugerido 

que lectinas mitogênicas interagem  com componentes das membranas celulares 

que podem atuar como “receptores desencadeadores” e que as lectinas não 

mitogênicas podem não reconhecer esses componentes.  Evidências indicam  que 

a ligação das lectinas mitogênicas aos linfócitos T acontece através de dois efeitos 

diferentes e independentes: (a) exposição ou indução da formação de receptores 

funcionais para interleucina-2 e (b) início da produção do fator de crescimento, que 

ativa a proliferação das células. Existem lectinas que podem ativar apenas a 

resposta inicial dos linfócitos, enquanto que as lectinas mitogênicas possuem a 

habilidade de induzir a produção e secreção de interleucina-2. Os passos que 

comandam a ligação da lectina provocando ativação ainda são obscuros. Para 

essa fase acredita-se que a ligação da lectina com receptores causa modificação 

da estrutura e função da membrana; um sinal hipotético é deste modo gerado e 

transmitido para o interior da célula disparando uma série de eventos bioquímicos 

que levam à ativação celular. De acordo com outra teoria, a ativação pode ocorrer 

através de um mecanismo indireto, onde as células modificadas como resultado 

da ligação da lectina mitogênica são reconhecidas como estranhas por outras 

células; mecanismo análogo ao que ocorre em uma reação de mistura de 

linfócitos, onde células de um genótipo causam estimulação de células de outro 

genótipo (Lis & Sharon, 1986).  

Interação da interleucina-2 com receptores específicos  presentes nas 

superfícies celulares inicia a segunda fase, a fase proliferativa da estimulação 

mitogênica, a qual leva à síntese de DNA e divisão celular. Permanece obscuro se 

a interleucina-2 que atua na proliferação é suficiente para a diferenciação e 
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maturação de precursores de células efetoras com atividades imunológicas bem 

definidas (Lis & Sharon, 1986). 

Uma imunidade efetiva se dá pela interdependência entre macrófagos e 

linfócitos. Dentre as principais funções dos macrófagos estão a fagocitose de 

partículas estranhas, detectando a presença de antígenos, e a produção de 

citocinas e compostos intermediários de oxigênio, peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

nitrogênio, óxido nítrico (NO) (Moreira et al., 2001). 

O NO é produzido durante a conversão da L-arginina em L-citrulina pela 

atividade enzimática da óxido nítrico sintase (So et al., 1999). Quando os 

macrófagos são estimulados com lipopolissacarídeo (LPS) ou Interferon-γ (IFN-γ), 

produzem grandes quantidades de NO seguida da indução do gene da óxido 

nítrico sintase induzida (iNOS), isoforma da enzima não expressada em condições 

fisiológicas (Fushiya et al., 1998; Kim et al., 1999b). 

A presença da iNOS, causa uma produção prolongada de grandes 

quantidades de NO; esta molécula exerce efeitos citostático e citotóxico contra 

células tumorais, micróbios, vírus, bactérias e protozoários (Fushiya et al., 1998; 

Murata et al., 1998). NO tem sido citado como uma molécula regulatória 

importante intra e intercelular (Kim et al., 1999a). 

NO possui diversas funções biológicas, incluindo neurotransmissão, defesa 

do hospedeiro (Kim et al., 1999a; So et al., 1999), inflamação (So et al., 1999), 

citotoxicidade tumoral e homeostase vascular (Murata et al.,1998; Kim et al., 

1999a; So et al., 1999), atividade antimicrobiana (Fushiya et al., 1998; Murata et 

al.,1998; Kim et al., 1999a,b,c) e regulação do crescimento celular (Kim et al., 

1999a). 

As plantas são importantes fontes de produtos naturais biologicamente 

ativos, os quais diferem em termos de estrutura e propriedades biológicas (Moreira 

et al, 2001). Uma das atividades biológicas de compostos de plantas que atrai 

grande interesse é a capacidade de estimular macrófagos. 

Estudos têm sugerido que o H2O2  possui um importante papel nas funções 

dos macrófagos. Os produtos da queima oxidativa são usados para matar os 

patógenos fagocitados, e para a destruição extracelular de outras células. O papel 
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do H2O2 na toxicidade intra e extracelular está bem estabelecido. O H2O2  tem sido 

indicado como uma molécula sinalizadora importante em reações intra e 

intercelulares em diferentes tipos de células.  As espécies reativas como o 

peróxido de hidrogênio são produzidas pelas células inflamatórias ativadas 

(Moreira et al., 2001).   

O zimosan é indicado como um potente imunoestimulador, detectado pela 

determinação de H2O2 (Moreira et al, 2001). Zimosan é uma preparação da parede 

celular rica em carboidratos, derivada da levedura Saccharomyces cerevisiae, 

consistindo de dois componentes polissacarídicos de α-D-manana e β-D-glicano, 

ativando leucócitos para liberar espécies reativas de oxigênio (superóxidos, 

peróxidos de hidrogênio, e radicais hidroxil), envolvendo complementos receptores 

da superfície celular. Trabalhos têm relatado que macrófagos (Moreira et al., 2001) 

e neutrófilos (Bussiere et al., 2002), liberam as espécies reativas de oxigênio 

quando incubados com o  zimosan.  
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1.2  Relevância do Trabalho 

  

O Laboratório de Glicoproteínas do Departamento de Bioquímica da 

Universidade Federal de Pernambuco tem como propósito, desde 1983, a 

obtenção de um painel de lectinas puras e a investigação do potencial 

biotecnológico das proteínas obtidas. 

Infusão de entrecascas de Astronium urundeuva (família Anacardiaceae)  

mostrou atividades anti-ulcerogênica (Rao et al., 1987) e antioxidante 

(Desmarchelier et al., 1999). Schinus terebinthifolius, aroeira, é uma planta da 

mesma família de A. urundeuva que tem sido comumente utilizada na medicina 

popular como agente anti-inflamatório. Como anteriormente referido, lectinas já 

foram isoladas de entrecascas de árvores.  Devido ao uso medicinal de S. 

terebinthifolius e visando ampliar o conhecimento sobre proteínas vegetativas, 

entrecascas desta planta (Figura 2), foram utilizadas para o isolamento de lectina. 

A reconhecida atividade mitogênica de lectinas justifica a avaliação desta 

propriedade biológica na lectina da entrecasca da aroeira. Por outro lado, a 

produção de NO (Andrade et al., 1999) e H2O2 (Timoshenko et al., 1995) por 

células, após contato com estas proteínas, estimula a avaliação do efeito da 

lectina isolada em cultura de macrófagos.  

 

 
 

                       Figura 2: Entrecasca de Schinus terebinthifolius 
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2  OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 
 
 Obter a lectina da entrecasca de S. terebinthifolius com elevado grau de 

pureza, caracterizá-la parcialmente e avaliar seus efeitos sobre macrófagos e 

linfócitos. 

2.2 Objetivos Específicos  

 

• Isolar a lectina da entrecasca de S. terebinthifolius.  

• Determinar a atividade hemaglutinante (AH) com diferentes eritrócitos. 

• Definir a especificidade da lectina a carboidratos. 

• Avaliar o efeito do pH, temperatura e íons sobre a AH. 

• Determinar a massa molecular da lectina por eletroforese em gel de 

poliacrilamida. 

• Avaliar o efeito da lectina em cultura de macrófagos quanto à produção de  

óxido nítrico e H2O2. 

• Avaliar a atividade mitogênica da lectina em cultura de linfócitos. 
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Abstract: In this paper we present the isolation and partial characterization of 

Schinus terebinthifolius bark lectin (SteBL) and its effects on macrophage functions 

by the liberation of H2O2 and NO, as well as lymphocyte proliferation. SteBL, 

purified by saline fractionation and affinity chromatography on chitin column, 

agglutinated erythrocytes from rabbit and all human blood types; it was mainly 

active at pH 7.5. SteBL was inhibited by carbohydrates and glycoproteins; heating 

at 100º C by 30 min and divalent ions stimulated hemagglutinating activity. SDS-

PAGE under non reducing conditions revealed a polypeptide band of Mr 20,000; 

the lectin was not a glycoprotein. SteBL has nitric oxide-producing properties, 

promoted release of H2O2 by Swiss mice macrophage and had low mitogenic 

activity.  

 

Keywords: Hydrogen peroxide, lectin, mitogenic activity, Swiss mice macrophage, 

nitric oxide, Schinus terebinthifolius. 
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Introduction 

Lectins constitute a heterogeneous protein group capable of recognizing and 

reversibly bind to specific saccharide moieties. Lectins have been isolated from 

vegetative tissues; especially bark lectins from legume trees have been studied, 

including three species of elder, Sambucus nigra L., S. canadensis and S. 

sieboldiana (1), Maackia amurensis (2), Sophora japonica (3) and the black locust, 

Robinia pseudoacacia (4). These lectins have been reported to participate in the 

nitrogen (5) and carbohydrate (6) metabolism; they could also act as defense 

proteins (7). Additionally the sazonal fluctuation of bark lectin concentration and its 

localization in organeles similar to proteic bodies indicate them as reserve proteins 

(5). Lectins stimulate lymphocyte proliferation; the lectin from Canavalia ensiformis 

seeds, concanavalin A (Con A), is widely used as standard in mitogenic assays 

with T human or murine lymphocytes (8) while Pellina semitubulosa lectin stimulate 

both T and B murine cells (9). On the other hand, natural products that stimulate 

macrophages resulting in production of nitric oxide (NO) and hydrogen peroxide 

(H2O2) have been investigated (10). NO participates in immune and inflammatory 

responses in many tissues (11) and H2O2 has emerged as an important 

intracellular and intercellular signaling molecule (10).  

Bark extracts of the medicinal tree Astronium urundeuva (Anacardiaceae 

family) showed anti-ulcerogenic (12), anti-diarrheal (13) and antioxidant (14) 

activities. Bark infusions of Schinus terebinthifolius Raddi., plant of the same family 

of A. urundeuva, have been commonly used as an antiinflammatory agent in the 
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Northeastern region of Brazil. The aim of this work was to isolate and characterize 

S. terebinthifolius bark lectin (SteBL). Additionally, the lectin effects on Swiss mice 

macrophage functions by the liberation of H2O2 and NO, as well as lymphocyte 

proliferation were analyzed. 

Material and methods 

Bark extract  

Powder bark from S. terebinthifolius was suspended in the extracting buffer 

(0.01 M citrate phosphate buffer, pH 4.0) in a proportion of 10 g of powder to 100 

ml of buffer. After agitation for 8 h at 28 °C followed by centrifugation (5,000 x g for 

15 min, at 4 °C), the supernatant was through activated chalk filtered. The filtrate 

(extract) was then used as the starting material to lectin isolation.  

Isolation of lectin 

Ammonium sulphate was added to the extract to a final concentration of 

40% saturation; the supernatant fraction (SF) was collected by centrifugation 

(5,000 x g for 15 min, at 4 °C) and dialyzed against 0.15 M NaCl. SF (3.0 mg of 

protein) was loaded onto a chitin column (7.0 x 1.5 cm) equilibrated with 0.15 M 

NaCl. Following wash step, the column was eluted with 0.015 M sodium borate 

buffer, pH 7.4 and 1.0 M NaCl. The active fraction corresponded to purified lectin 

(SteBL). 

Hemagglutinating activity 

Lectin activity of serially diluted samples was assayed using glutaraldehyde 

treated rabbit or human erythrocytes according to Paiva and Coelho (15). The 

hemagglutinating activity (titer) was defined as the reciprocal of the highest dilution 
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giving positive hemagglutination. Lectin inhibition assay was made with 100 mM 

carbohydrate or 0.5 mg/ml glycoprotein solutions. 

Effect of temperature, pH and metal ions on lectin activity 

The lectin thermosensibility assay was performed with the extract heated at 

100º C by 30 min. The effect  of 5 mM Mn2+ and Ca2+ on HA was measured with 

the extract previously dialyzed against 5 mM EDTA by 16 h at 4º C. The pH 

stability was evaluated with aliquots of the extract incubated by 24 h at 4º C, with 

pH values of  3.5, 6.0, 7.5 and 10.5. Following, the pH values were adjusted with 

0.5 M HCl or NaOH to 7.0 and the extracts were submitted to hemagglutinating 

assays.  

Polyacrylamide gel electrophoresis 

Electrophoresis of SteBL was carried out by the method of Laemmli (16) in a 

12 % polyacrylamide gel with 0.1% sodium dodecyl sulphate. The gel was stained 

with either Coomassie Brilliant blue or Schiff´s reagent.  

Macrophage cultures 

Thioglycollate (TG)-elicited macrophages were harvested 3 days after i.p. 

injection of 3.0 ml of TG to Swiss mice 6-8 weeks old. Peritoneal wash was 

performed with 5 ml of 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0 (H2O2
  assay) or 

sodium phosphate buffer, pH 7.0 (NO assay). After centrifugation the cells were 

collected and resuspended in 1.0 ml of potassium phosphate buffer, pH 7.0 (H2O2
  

assay) or RPMI 1640 medium. 

Determination of Hydrogen Peroxide (H2O2) 

The determination of the liberation of hydrogen peroxide (H2O2) in the 

culture of peritoneal macrophages from Swiss mice was made according to Pick 
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and Mizel (17). The macrophage suspension was pelleted at 4 ºC by centrifugation 

for 5 min at 225 g, and the supernatant was removed. The cells were resuspended 

at a concentration of 2 x 106  cells/ml in a solution of phenol red containing 140 mM 

NaCl, 10 mM potassium phosphate, pH 7.0, 5.5 mM dextrose, 0.56 mM phenol red 

and type II horseradish peroxidade (0.01 mg/ml). Aliquots of 0.1 ml were 

transferred to flat-bottomed 96-well culture plates; 50 µl of SteBL (500 µg/ml) were 

then added. A positive control was used (Zymosan + culture media + cells). 

Samples were incubated for one hour at 37 ºC in a humid atmosphere containing 

5% C02 (v/v) and reaction was stopped by the addition of 5 N NaOH (50 µl). 

Experiments were run in quadruplicate. Absorbance was determined in an 

automatic ELISA photometer with a  620 nm filter. The results were expressed as 

nanomoles of  H2O2 from a standard curve established in each assay consisting of 

known molar concentrations of H2O2 in buffered phenol red. 

Determination of nitric oxide (NO)  

The determination of NO in the culture of peritoneal macrophages from 

Swiss mice was made by a microplate assay method (18). Initially aliquots (0.1 ml) 

were removed from supernatants of cultured macrophages and incubated with 100 

µl of SteBL (10 µg/ml) at 37 ºC for 24 h in a humid atmosphere containing 5% CO2 

(v/v). Following, 50 µl of supernatant were removed and added 50 µl of Griess 

reagent (0.1% sulfanilamide/ 0.1%N-(1-naphthyl)-ethylenediamine 

dihydrochloride/2.5% H3PO4). After 15 min at room temperature the absorbance at 

540 nm was determined in a ELISA reader. The assay used lipopolysaccharide (10 

µg/ml) as standard.  
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Mitogenic activity  

Spleen cells were asseptically removed from Swiss mice (males, 6-8 weeks 

old, weighing 25 to 30 g). The cells were cultured at a concentration of 2.8 x 106 

ml-1 in RPMI 1640 medium with 5% inactivated fetal bovine serum, 100 U/ml of 

penicillin, 100 µg/ml of streptomycin and 5x10-2 M β-mercaptoethanol at 37 ºC in 

an humidified atmosphere containing 5% CO2 (v/v). Spleen cells were stimulated 

for 64 h with SteBL (10 µg/ml) or Con A (0.5 µg/ml) in a 96-well flat-bottomed 

microplate. After  incubation, cultures were pulse-labelled with 0.5 µCi (15.1 

µCi/mmol) of tritiated thymidine per well, and new incubation step was made for 9 

h. The tritiated thymidine incorporation into the cells was measured by a liquid 

scintilation counter.  

Statistical analysis 

Data are expressed as mean + standard deviation, and the Student’s t-test 

was used to determine the significance of the differences between the control and 

experimental groups. 

Results and discussion 

The lectin contained in S. terebinthifolius bark extract agglutinated 

erythrocytes at different degrees (Table 1); the highest specific HA (SHA) was 

detected with AB+ human cells. Unlikely, Hevea brasiliensis bark lectin agglutinated 

erythrocytes from rabbit and all human blood types except AB+ (19).  

SteBL was thermostable with maximal activity at pH 7.5, stimulated by 

divalent ions (Table 2) and mainly inhibited by N-acetylglucosamine and fetuin 

(Table 3), which are usual characteristics of bark lectins (3;19).  
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Affinity chromatography on chitin column was efficient to purify SteBL 

(Figure 1), a protocol also used for isolation of  S. japonica bark lectin (3). Analysis 

of purification index and yield obtained at chromatographic step (Table 4) can 

indicate lost of activity after matrix contact (20). Although multiple molecular forms 

have been detected in R. pseudoacacia bark lectin (4), the protocol described here 

resulted in homogeneous SteBL; a protein band of Mr 20,000 was detected by 

SDS-PAGE (Figure 2). The polypeptide was smaller than  those of M. amurensis, 

32,000 and 37,000 (2) and S. nigra, 30,000 (21), but it was similar to the one 

obtained from S. japonica-BSJAII, of Mr 19,400 (3). SteBL was not a glycoprotein, 

unlike S. nigra bark lectin (SNA-II) that contained 7.8 % of carbohydrate (21). 

SteBL revealed stronger NO producing activity than LPS (Figure 3), 

compound that promote the production of NO from inducible nitric oxide synthase 

by cultured macrophages (22). Similarly, the lectin from Phytolacca americana 

(pokeweed mitogen) induced NO production by murine macrophage; the effect was 

explained by the increase of nitric oxide synthase gene expression (23).  

Macrophage zymosan stimulated produced twofold more H2O2 than those 

on lectin effect (Figure 4). The lectin from Viscum album was also described with 

capacity to release H2O2 by neutrophils (24).  

The thymidine uptake of Swiss mice splenocytes in response to SteBL was 

aproximately seven times lower than those obtained with half Con A concentration, 

a well known mitogen (Figure 5). It has been suggested that the ability of lectins to 

bind carbohydrate on glycosylated cell surface receptor resulted in mitogenicity 

(25) and lectins of different specificities were already mitogens (26; 27). Although 
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SteBL HA was inhibited by galactose, it was not a potent cell proliferation agent in 

comparison with Con A, unlike to other plant galactose-binding lectins (28; 25). 

SteBL ability to stimulate macrophages allows its possible use as a standard 

for in vitro assays; also the low mitogenic activity of SteBL is an important 

parameter for its perspective use for in vivo assays. NO generation has been 

suggested for anti-tumoral activity of compound isolated from roots of Dichroa 

febrifuga (29); thus it would be interesting to explore the therapeutic uses of SteBL. 

Additionally, chitin-binding lectins have been associated to plant defense 

mechanisms because of its anti-fungal activity (30); SteBL will also be tested for  

this property. 
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Table1. Specific hemagglutinating activity of S. terebinthifolius bark extract with 

different erythrocytes    

ERYTHROCYTES SHA 

Human 

                         A  

                          B 

                        AB 

                         O 

Rabbit 

 

953 

238 

15,241 

7,620 

238 

To assay hemagglutinating activity (HA) SteBL preparation (50 µl) was serially two-

fold diluted in 0.15 M NaCl before addition of 2.5% (v/v) suspension of 

glutaraldehyde treated erythrocytes (50 µl). SHA, specific HA (titer/protein). 

Table 2. Effect of ions, pH values and heating on lectin activity of S. terebinthifolius 

bark extract   

CONDITION SHA 

Ion (5 mM) 

Ca2+ 

Mn2+ 

pH 

3.5 

6.0 

7.5 

10.5 

Heating (100°C) 

 

30,482 

60,964 

 

2 

238 

1,905 

238 

3,810 



 

 

38 

38 

Hemagglutinating activity (HA) was performed with 2.5% (v/v) suspension of 

glutaraldehyde treated rabbit erythrocytes. SHA, specific HA (titer/protein) of the 

extract with 0.15 M NaCl: 238.  

Table 3. Inhibition of SF SteBL activity with carbohydrates and glycoproteins  

CONDITIONS SHA 

Carbohydrate (100 mM) 

Fucose 

Galactose 

N-acetylglucosamine 

Raffinose 

Glycoproteins (500 µg/ml) 

Casein 

 Fetuin 

Ovalbumin 

Thyroglobulin 

 

602 

4.7 

4.7 

2.3 

 

301 

9.4 

38 

150 

Hemagglutinating activity (HA) was performed with 2.5% (v/v) suspension of 

glutaraldehyde treated rabbit erythrocytes. SHA, specific HA (titer/protein), of SF 

SteBL 0.15 M NaCl diluted: 4,819. D(+) Fructose, D(+) glucose, D(+) maltose, D(+) 

mannose, D(+) trehalose and D(+) xylose did not inhibit SF40 SteBL. 
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Figure 1. Affinity chromatography on chitin column. Sample of SF (3.0 mg of 

protein) was applied to a column (7.0 x 1.5 cm) equilibrated with 0.15 M NaCl. The 

retained proteins were eluted at a flow rate of 30 ml/h with 0.015M sodium borate 

buffer, pH 7.4 and 1.0 M NaCl. Fractions of 1.5 ml were collected. A 280 nm (   ), 

SHA (   ). 
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Table 4. Purification of SteBL. 

 

Preparations Protein  

(mg) 

Total 

HA 

SHA Purification 

(fold) 

Yield 

(%) 

Bark extract 533 126,976 238 1 100 

Ammonium sulphate fraction  211 16,777,216 79,438 334 13,213 

Chitin chromatography  0.9 30,413 34,133 143 12 

Hemagglutinating activity (HA) was made with 2.5% (v/v) suspension of rabbit 

glutaraldehyde treated erythrocytes. SHA, specific HA (titer/protein).  
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Figure 2. SDS-Polyacrylamide gel (12 %) of SteBL (A) and standards (B). The 

lectin (60 µg of protein) as well as bovine serum albumin (66,000), ovalbumin 

(45,000), carbonic anhydrase (29,000), trypsinogen (24,000), trypsin inhibitor 

(20,000), and a-lactalbumin (14,200) were stained with Coomassie Brilliant blue. 

Staining of SteBL with Schiff´s reagent was negative.  
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Figure 3. Nitric oxide production by Swiss mice macrophages. 

TG-elicited peritoneal macrophages (5 x 106 cells/well) were cultured with LPS (10 

µg/ml) or SteBL (10 µg/ml). After 24 h of culture, NO release was measured by the 

Griess method. Each bar represents the mean + S.D. of four animals. 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Hydrogen peroxide production by Swiss mice macrophage. 
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The macrophages (2 x 106 cells/ml) were cultured for 1 h in the presence of 

zymozan (250 µg/ml) or SteBL (500 µg/ml). Each bar represents the mean + S.D. 

of four animals. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-10 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

p=
2,

17
36

3E
-6

 

p=
 3

,7
10

98
E

-9
 

Buffer 

 H
2O

2 
C

on
ce

nt
ra

tio
n/

 w
el

l (
nm

ol
es

) 

 

Zymosan SteBL 



 

 

44 

44 

Figure 5. Mitogenic stimulation of splenocytes by lectins. 

Splenocytes (2.8 x 106 cells/ml) were incubated for 64 h with Con A (0.5 µg/ml) or 

SteBL (10 µg/ml). The incorporation of [3H]-thymidine was measured at 9 h. 
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 CONCLUSÕES 

 

1. Entrecasca de S. terebinthifolius contém lectina (SteBL). 

2. Extrato de entrecasca aglutinou eritrócitos de coelho e humanos, porém foi 

principalmente ativa para eritrócitos tipo AB. 

3. A atividade hemaglutinante do extrato foi estimulada por íons divalentes 

(Ca2+e Mn2+), aquecimento (100°C) e pH 7,5. 

4. A atividade da fração de sulfato de amônio mais ativa (FS) foi inibida por 

carboidratos (fucose, galactose, N-acetilglicosamina e rafinose) e 

glicoproteínas (caseína, fetuína, ovoalbumina e tiroglobulina). 

5. SteBL foi obtida após cromatografia da FS em coluna de quitina. 

6. SDS-PAGE revelou a presença de um polipeptídeo de massa molecular 

21.000 Da. 

7. SteBL estimulou a produção de óxido nítrico e liberação de H2O2 por 

macrófagos. 

8. SteBL tem pequena atividade mitogênica. 

 


