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RESUMO 
 

 Lectinas são proteínas ou glicoproteínas que se ligam a carboidratos 

específicos. Algumas delas exibem atividade mitogênica sobre linfócitos humanos in 

vitro ou são tóxicas para estas células em cultura. Estas propriedades estão envolvidas 

com o sítio de ligação a carboidratos. Neste trabalho foi determinada a atividade 

mitogênica das lectinas de Cratylia mollis (Cra-Sephadex e Cra Iso 1) sobre linfócitos 

humanos através de um ensaio colorimétrico que tem como princípio a redução do 3-

(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio (MTT), através de uma enzima mitocondrial 

tetrazólio-succinato-desidrogenase, em MTT-formazan, um produto de coloração azul 

escuro. As isoformas de C. mollis foram purificadas seguindo um protocolo 

estabelecido. Os linfócitos foram isolados do sangue periférico humano através de um 

gradiente de densidade dado pelo histopaque. Amostras de lectinas (Cra Sephadex, 

Cra-Iso 1, concanavalina A, Con-A e fitohemaglutinina, PHA) em variadas 

concentrações, foram utilizadas para este ensaio. Posteriormente, foi realizado um 

ensaio de inibição da atividade mitogênica utilizando o carboidrato metil α-D-

manosídeo. Os resultados obtidos foram expressos em índice de proliferação (PI, do 

inglês: Proliferation Index), o qual representa a razão entre a absorbância da 

proliferação na presença e na ausência de lectina. Ambas as lectinas de C. mollis são 

mitogênicas. Os efeitos destas lectinas são comparáveis com aquelas lectinas 

mitogênicas, como con-A e PHA. A inibição da proliferação de linfócitos, com o 

carboidrato ligante, indicou que esse efeito mitogênico está envolvido com sitio de 

ligação da lectina.  
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ABSTRACT 
 

Lectins are proteins or glycoproteins that bind to specific saccharides. Several of them 

exhibit mitogenic activity on lymphocytes in vitro or are toxic in cultured cells. These 

properties are involved with carbohydrate binding sites. In this work it was determined 

the mitogenic activity of Cratylia mollis lectins (Cra-Sephadex and Cra-Iso 1) on human 

lymphocytes through a colorimetric assay that is based upon the reduction of 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium (MTT), through a mitocondrial enzyme 

tetrazolium-succinate-desidrogenase, in MTT-formazan, which is a dark colored 

product. The isoforms of C. mollis are purified following a previously established 

protocol. Lymphocytes were previously isolated from the periferic human blood through 

a density gradient given by histopaque. Lectin samples (Cra-Sephadex, Cra Iso 1, 

concanavalina A, Con-A and phytohaemagglutinine, PHA) at different concentrations 

were utilized in this assay. Subsequently it was performed a mitogenic activity inhibition 

assay utilizing the carbohydrate methyl α-D-mannoside. The obtained results were 

expressed as a proliferation index, PI, which stands for the ratio between the 

proliferation absorbance in the presence and in the absence of the lectin. Both C. mollis 

lectins are mitogenic and the effects of these lectins are comparable to the mitogenic 

lectins, such as Con-A and PHA. The inhibition of the lymphocyte proliferation utilizing 

the binding carbohydrate indicated that these mitogenic effect to be involved to the 

lectin binding site.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 LECTINAS 
 

1.1.1 Breve Histórico 

 

O estudo de lectinas começou no século 19 com a descoberta de que extratos de 

certas plantas além de serem tóxicos para homens e animais poderiam também 

aglutinar eritrócitos. Acreditava-se que este efeito tóxico ocorria devido à contaminação 

por toxinas bacterianas. Esta hipótese foi desacreditada quando Bruylants e 

Vennerman em 1884 demonstraram que a toxicidade da semente de Abrus precatorius 

devia-se a uma fração protéica que podia ser precipitada com álcool a partir de um 

extrato aquoso da semente (Moreira et al., 1991). Hermann Stillmark, em 1888, ao 

observar aglutinação de células vermelhas do sangue (atividade hemaglutinante) por 

extratos do feijão castor (Ricinus communis – Ricina), ampliou o estudo de aplicações 

destas proteínas (Gabor et al., 2001). Estas informações atraíram a atenção de Paul 

Ehrlich que, trabalhando com uma proteína de Abrus precatorius com propriedade 

similar à ricina, na última década de 1800, introduziu as lectinas dentro da pesquisa 

imunológica (Sharon, 1989; Kennedy et al., 1994). Devido às lectinas terem a 

habilidade de se ligar a mono e oligossacarídeos cada ligação pode resultar em uma 

variedade de efeitos biológicos (Machuka et al., 1999). Alguns destes efeitos servem 

como base para a aplicação de lectinas na investigação de problemas químicos e 

biológicos, como por exemplo, a estimulação mitogênica de linfócitos e a inibição do 

crescimento de células tumorais (Lis e Sharon, 1986a). Hoje o estudo de lectinas é tão 

atrativo que vários trabalhos sobre este assunto são publicados a cada ano. 

 

1.1.2 Definição 
 

O termo lectina é derivado do latim, lectus (escolhido, selecionado), que reflete 

etimologicamente sua propriedade de aglutinar grupos sangüíneos (Kennedy et al., 

1995; Matsui et al., 2001). Lectinas são proteínas ou glicoproteínas que possuem a 

habilidade de se ligar especificamente a mono ou oligossacarídeos de forma reversível 

(Elgavish e Shaanan, 1997; Vijayan e Chandra, 1999; Sato et al., 2000; Hong et al., 

2001; Souza et al., 2001). As lectinas constituem um grupo heterogênio de proteínas de  
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origem não imunológica de distribuição ubíqua na natureza, contendo dois ou mais 

sítios de ligação a carboidrato e sua caracterização físico-química é importante para 

explicar seu comportamento em diferentes propriedades biológicas (Cavada et al., 

1998; Machuka et al., 1999; Sacchettini et al., 2001; Sharon e Lis, 2001). 

 

1.1.3 Especificidade 
 

 Existem lectinas que possuem especificidade para mais de um carboidrato, 

aglutinando células de diferentes espécies. Também existem lectinas que só aglutinam 

as células em que houver a presença de um determinado carboidrato (Kabir, 1998; 

Sato et al., 2000; Gabor et al., 2001; Coutiño-Rodriguéz et al., 2001). Peumans e Van 

Damme (1998) observaram que lectinas de plantas exibem uma ampla especificidade 

para carboidrato, sendo que muitas apresentam maior afinidade para oligossacarídeos 

do que para açúcares simples ou têm especificidade direcionada contra glicanos 

estranhos (que não são próprios da planta), além disso, lectinas estruturalmente 

diferentes podem reconhecer o mesmo carboidrato. 

A especificidade de uma lectina tem sido analisada através de ensaios de 

inibição da atividade hemaglutinante (AH), comentado no item 1.1.4, utilizando para isto 

diferentes carboidratos (Gabor et al., 2001; Ng e Yu, 2001). As lectinas podem se ligar 

a açúcares livres ou a resíduos de açúcares de polissacarídeos, glicoproteínas ou 

glicolipídeos, onde estes podem estar livres ou ligados à membrana da célula. 

 

1.1.4 Detecção 
 

A aglutinação de eritrócitos (hemaglutinação) é usada rotineiramente para a 

detecção da presença de lectinas em uma fonte biológica (Sharon e Lis, 2001). Este 

ensaio é realizado através de uma diluição seriada da lectina e posterior incubação 

com eritrócitos (Coelho e Da Silva, 2000; Coutiño-Rodríguez et al., 2001). Lectinas 

também induzem a precipitação de polissacarídeos ou glicoproteínas em solução, 

sendo as reações de aglutinação por lectinas inibidas por seus carboidratos 

específicos. Para assegurar que o agente aglutinante é uma lectina, são necessários 

ensaios subseqüentes de inibição da atividade hemaglutinante (AH) utilizando uma 

solução do carboidrato ligante (Rüdiger, 1998; Cavada et al., 2000; Kawagishi et al., 

2001). Os eritrócitos utilizados podem ser de humanos ou de animais, onde estes 
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podem ser tratados enzimaticamente (tripsina, papaína, entre outras) ou quimicamente 

(glutaraldeído ou formaldeído) aumentando ou não a sensibilidade das células a lectina 

(Correia e Coelho, 1995; Coelho e Da Silva, 2000; Mo et al., 2000). 

 

1.1.5 Classificação 
 

 Por representar um grupo heterogêneo de proteínas, as lectinas diferem 

fortemente em relação à: estrutura molecular, especificidade ao carboidrato e 

atividades biológicas. 
 Existem vários critérios de classificação de lectinas. As lectinas podem, por 

exemplo, ser agrupadas dentro de famílias distintas de proteínas homólogas que 

apresentam propriedades estruturais comuns, sendo a família das leguminosas a mais 

bem estudada e caracterizada (Sharon, 1993; Cavada et al., 1998). As lectinas de 

plantas (Tabela 1) podem ser classificadas também, de acordo com o carboidrato a que 

preferencialmente se ligam (Nomura et al., 1998; Peumans e Van Damme, 1998; 

Rabinovich et al., 1999). 
 
Tabela 1: Classificação das lectinas nos grupos de reconhecimento a carboidrato. 

GRUPO ESPECIFICIDADE LECTINA 

Fucose Fucose Ulex europaeus aglutinina I 

N-acetilglicosamina GlcNAc Wheatgerm (Triticum aestivum) 
 

Galactose/N-
acetilgalactosamina 

 

 

Galactose>>GalNAc 

Gal= GalNAc 

Gal<< GalNAc 

Artocarpus integrifolia (jacalina) 

Clerodendron trichotomum  

Glycine max (feijão de soja-Soybean) 

 

Manose/Glicose 
Cratylia mollis  

Con A (Canavalia ensiformis) 
 

Manose/Maltose 
 

Calystegia sepium 

 
 

Manose 

Manose Galanthus nivalis 

Complexo Glicano Glicoproteína PHA (Phaseolus vulgaris) 

 
1.1.6 Ocorrência e Localização 

 

As lectinas estão amplamente distribuídas na natureza. No reino das plantas, as 

sementes de leguminosas são a principal fonte de lectinas, mas estas também são 
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abundantes em tecidos vegetais tais como: raiz, folha, talo, vagem, frutas, flores e até 

mesmo casca (Coelho e Da Silva, 2000; Wu et al., 2000; Coutiño-Rodríguez et al., 

2001; Ratanapo et al., 2001). A maior quantidade de lectinas de plantas é encontrada 

nos órgãos de estoque, nas outras partes da planta as quantidades são bem menores, 

não sendo necessariamente idênticas em relação à estrutura ou especificidade de 

carboidratos com as lectinas dos órgãos de estoque. Dependendo da planta, os órgãos 

de estoque apresentam diferentes localizações como, por exemplo, nas leguminosas, 

estes orgãos encontram-se nas sementes e, na batata, encontram-se no tubérculo 

(Shangary et al., 1995; Sun e Wang, 1995; Rüdiger, 1998). A localização intracelular da 

maioria das lectinas nos órgãos de estoque ocorre em organelas celulares originadas 

de vacúolos, como no caso das sementes em leguminosas (Baba et al., 1991). 

Algumas lectinas têm sido encontradas também em fungos (Kawagishi et al., 2001), 

bactérias (Singh et al., 1999), vírus (Cavada et al., 1998), algas (Sampaio et al., 1998; 

Singh et al., 1999; Sato et al., 2000), protozoários (Singh et al., 1999), peixes (Ewart et 

al., 2001), dentre outros. 

 

1.1.7 Papel Fisiológico 
 

 O papel fisiológico das lectinas de plantas não está claramente definido, mas o 

crescente estudo sugere que lectinas são proteínas de defesa que podem protegê-las 

contra ataques de predadores como vírus, fungos e insetos (Cavada et al., 1998; 

Ratanapo et al., 2001; Sacchettini et al., 2001). Existem várias outras hipóteses sobre a 

função fisiológica das lectinas de plantas como, por exemplo, reconhecimento celular, 

simbiose, estoque de proteínas (Van Damme et al., 1997) e também na estimulação da 

proliferação e crescimento celular da planta (Wititsuwannakul et al, 1997). O papel das 

lectinas nos fungos continua desconhecido (Kawagishi et al, 2001), para bactérias e 

protozoários foi sugerido que estas lectinas têm uma função importante facilitando sua 

adesão no epitélio intestinal. Para as lectinas de vírus foi sugerido que em humanos 

elas se ligam a eritrócitos e outras células pelo reconhecimento do ácido N-acetil 

neuramínico presente na superfície celular e que esta ligação é um pré-requisito para o 

início da infecção (Singh et al., 1999). 

As funções das collectinas se referem principalmente à defesa imune inata. As 

MBL (do inglês: mannan-binding lectin), um membro da família collectinas, se ligam a 

um conjunto de estruturas de carboidratos na superfície celular de microorganismos 
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(bactéria, vírus, levedura e protozoário parasitário) mediando um efeito antibacteriano, 

seja pela destruição direta via complemento através de um complexo de ataque da 

membrana lítica, ou promovendo fagocitose (Ewart et al., 2001; Gadjeva et al., 2001). 

 

1.1.8 Aplicações 
 

A associação de lectinas com carboidratos é um evento primário em alguns 

processos biológicos tais como, infecção e metástase. Em adição a este papel 

importante no reconhecimento celular, a interação de lectinas com carboidratos tem 

sido explorada em vários ramos de pesquisa onde a especificidade sacarídica é 

essencial (Baszkin et al., 2000). As lectinas são valiosas ferramentas para a 

investigação estrutural de complexo de carboidrato, especialmente glicoproteínas, e 

para a análise de mudanças que ocorrem sobre a superfície celular durante os 

processos fisiológicos e patológicos, desde células normais até células transformadas 

no câncer (Sharon e Lis, 2001). 

 As lectinas imobilizadas podem ser utilizadas como matrizes de afinidade para a 

purificação de várias glicoproteínas, glicolipídeos (ou qualquer amostra que contenha 

sacarídeo) de grande importância médica como, por exemplo, a purificação de 

glicoproteínas do vírus HIV (do inglês - human immunodeficiency vírus) o qual está 

sendo bastante utilizado em projetos de desenvolvimento de vacinas (Gilljam, 1993; 

Bertrand et al., 1998) e também para a purificação de IgA e IgM (Fassina et al., 2001). 

As lectinas podem ser utilizadas como reagentes na estimulação mitogênica (Barbosa 

et al., 2001; Macintyre et al., 2001), como ferramenta para a produção dos chamados 

medicamentos-inteligentes, onde, estes medicamentos diferem-se dos tradicionais por 

atuarem em células específicas do organismo evitando efeitos colaterais, do tipo 

provocado pela quimioterapia (Clark et al., 2000; Torchilin et al., 2001; Woodley, 2001). 

A afinidade de lectinas por glicoproteínas de superfície celular tem sido usada para a 

identificação de microorganismos como, por exemplo, a Neisseria gonorhoeae que 

pode ser diferenciada de outras espécies de Neisseria (Wu et al., 2000) ou, para 

identificação de grupos sanguíneos ABO (Matsui et al., 2001). 
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1.1.9 Purificação 
 

 Para a purificação de lectinas em diferentes fontes, tem sido realizada, como 

primeiro passo, a preparação de extratos com solução salina ou tampão (Kawagishi et 

al., 2001; Mladenov et al., 2002). Após a extração, muitos extratos com atividade 

lectínica são submetidos a purificações parciais através de técnicas convencionais para 

proteínas, incluindo fracionamento salino com sulfato de amônio e diálise exaustiva 

(Coelho e Da Silva, 2000; Yeasmin et al., 2001). O uso de técnicas cromatográficas é 

bastante comum para a purificação de lectinas. Dentre estas técnicas, a cromatografia 

de afinidade é a mais utilizada na purificação, embora, às vezes, seja necessário a 

utilização de outros métodos cromatográficos para que se possa ter um elevado grau 

de pureza (Correia e Coelho, 1995; Sampietro et al., 2001). O elevado grau de pureza 

é estabelecido a partir de parâmetros que, quando analisados em conjunto 

(eletroforese, cromatografia e outros), vão definir o grau de pureza em que as 

preparações lectínicas se encontram (Candy et al., 2001; Naeem et al., 2001; Martinez-

Cruz et al., 2001). 

 

1.1.10 Isoformas e Isolectinas 
 

 Algumas espécies de plantas possuem única ou múltiplas formas moleculares, 

como, por exemplo, Vicia villosa, Bucos nigra e Cratylia mollis (Coelho e Da Silva, 

2000). Estas múltiplas formas moleculares de lectinas presentes em extratos, têm sido 

chamadas de isolectinas ou isoformas. Isolectinas de acordo com Lis e Sharon (1986b) 

são definidas como um grupo de proteínas intimamente relacionadas que são 

originadas a partir da expressão de diferentes genes. Se a heterogeneidade genética 

não foi definida, o termo isoforma pode ser próprio para formas moleculares de lectinas 

presentes em uma mesma espécie (Paiva e Coelho, 1992). 
 

1.1.11 Cratylia mollis  
 

 Popularmente conhecido como feijão camaratu ou camaratuba, a Cratylia mollis 

é uma preciosa forrageira nativa do sertão nordestino, de grande resistência à seca, 

constituindo um valioso recurso para a alimentação do gado, tanto no período chuvoso 

como no período de estiagem (Figura 1). Da tribo Phaseoleae, subtribo Dioclinae, a 
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qual contém um gênero Canavalia, C. mollis floresce no período de abril a maio e 

madurece de julho a agosto produzindo grandes quantidades de sementes com 

reprodução vigorosa. Em condições naturais observou-se resistência a pragas e 

doenças. A sua raiz principal enterra-se a prumo no solo, buscando, no subsolo e a 

grandes profundidades, a quantidade de água que precisa. Se faltar a umidade no 

subsolo, no período das grandes secas, a camaratuba deixa cair as suas folhas para 

suspender a respiração e a transpiração, entrando numa espécie de vida latente que se 

prolonga até que se iniciem os períodos de chuvas. (Silva e De Souza, 1986; Silva, 

1992).  
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
Figura 1: Visão geral da planta. Cratylia mollis (A), sementes (B) e sua flor (C). 

 

1.2 ATIVIDADE MITOGÊNICA 
 

1.2.1 Breve Histórico 
 

 As lectinas atraíram pouca atenção até os anos 60. Uma descoberta que alterou 

dramaticamente esta visão foi realizada em 1960 por Peter C. Nowell, na Universidade 

de Pensilvânia, Filadélfia, que descobriu que a lectina de Phaseolus vulgaris, 

conhecida como fitohemaglutinina (PHA), era mitogênica, ou seja, ela possuía a 

habilidade de estimular linfócitos a sofrer mitose. Esta descoberta teve um 

revolucionário impacto sobre a imunologia, pois destruía a visão que se tinha até então, 

que linfócitos eram células que tinham morte programada e que nem poderiam se 

dividir nem se diferenciar. Em 1970 foram descobertas mais três lectinas que também 

possuíam esse mesmo efeito sobre linfócitos: Concanavalina A - Con A (obtida de 

 

C 

A B
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Canavalia ensiformis), Pokeweed (obtida de Phytolacca americana) e Wisteria (obtida 

de Wisteria floribunda). Em seguida, através de estudos utilizando a Con A, foi 

descoberto que essa atividade poderia ser inibida por baixas concentrações de 

monossacarídeos, concluindo desta forma que a estimulação mitogênica está 

intimamente relacionada com o sítio de ligação a carboidrato da lectina (Lis e Sharon, 

1986b; Sharon, 1989; Licastro et al., 1993; Levy-benshimol, 1994). 

 

1.2.2 Métodos Utilizados para Avaliação da Atividade Mitogênica 

 

 Existem métodos que são tradicionalmente utilizados, como os métodos 

radioativos, para medir a proliferação e ativação de linfócitos. Dentre estes o mais 

utilizado é a incorporação de nucleotídeos radioativos (timidina [3H]) dentro do DNA, 

durante a proliferação celular (Barbosa et al., 2001; Wang et al., 2002). Outro método 

bastante utilizado nos dias de hoje, é o método colorimétrico proposto por Mosman 

(1983), cujo princípio basea-se na redução do brometo de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-

difenil tetrazólio (MTT) em um produto com coloração azul escuro (MTT-formazan) pela 

enzima mitocondrial tetrazolium-succinato-desidrogenase (Figura 2). A conversão 

ocorre somente em células viáveis e a quantidade do produto MTT-formazan é 

proporcional ao número de células vivas presentes (Denizot e Lang, 1986; Hansen et 

al., 1989; Koike et al., 1999; Mizuno et al., 2000; Toriizuka et al., 2000). Provavelmente, 

no futuro, um ou mais métodos colorimétricos substituirão os métodos radioativos 

(Kilpatrick, 1999). 
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Figura 2: Redução do MTT a MTT-formazam através da enzima tetrazolium-succinato

desidrogenase.  
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1.2.3 Ciclo Celular 
 

 O ciclo celular é um conjunto ordenado de eventos que culminam com o 

crescimento da célula, duplicação do seu material genético e conseqüente divisão. O 

ciclo celular está dividido em duas fases, interfase e mitose (Alberts et al., 1997b). 

Na interfase (Figura 3) a célula está ocupada com a atividade metabólica 

preparando-se para entrar em mitose. A interfase é composta por três fases: 

� Fase G1 (G = gap ou lacuna): tempo para o crescimento celular; 

� Fase S (S = síntese): ocorre a duplicação do material genético; 

� Fase G2: fornece um intervalo para assegurar que houve uma completa 

replicação do DNA para então entrar em mitose; 

� Fase G0: fase de repouso que tem duração variável. 

A mitose (Alberts et al., 1999), fase de divisão celular, é composta por seis 

etapas (Figura 4) que são: 

� Prófase: a cromatina começa a condensar tornando-se visível na 

microscopia ótica; 

� Prometáfase: quando a membrana nuclear se dissolve cromossomos se 

ligam aos microtúbulos do fuso por meio de seus cinetócoros e, finalmente, 

começam a se mover; 

� Metáfase: as fibras do fuso mitótico alinham os cromossomos de 

maneira eqüidistante dos pólos do fuso; 

� Anáfase: as cromátides migram para os pólos opostos; 

� Telófase: as cromátides são separadas para os lados opostos e uma 

nova membrana vai se formando ao redor dos núcleos, os cromossomos e 

as fibras do fuso se dispersam; 

� Citocinese: as células se dividem em duas células filhas. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

G2 

S 

G1 

M 

G0 

Figura 3: interfase. Fase G1 (preparo para replicação), fase S (duplicação do DNA), fase G2
(preparação para a mitose), fase G0 (fase de repouso). Fonte: Voet e Voet, 1995. 



Maciel, E. V. M.                                                                              Determinação do efeito mitogênico das lectinas ... 

 23 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
Figura 4: Mitose. Prófase (1), prometáfase (2), metáfase (3), anáfase (4), telófase (5) e citocinese (6). 

Fonte: www.biology.arizona.edu/ 

 

1.2.4 Mecanismo de Proliferação Celular 
 

Os animais multicelulares necessitam de sinais positivos fornecidos por 

polipeptídios chamados de fatores de crescimento (Tabela 2), que se ligam aos seus 

receptores de transmembrana com atividade tirosino-quinase estimulando o 

crescimento e proliferação celular. Quando um fator de crescimento se liga com a 

porção extracelular do receptor, ocorre a sua dimerização e autofosforilação (da porção 

intracelular). Uma proteína adaptadora Drk (do inglês: downstream of receptor kinases) 

promove a ligação do receptor ativado à proteína sos, produzida pelo gene sos (do 

inglês: Son of Sevenless) levando à ativação da Ras (Sarcoma de rato, do inglês: Rat 

sarcoma) pela troca do GDP por GTP (Figura 5). 

A Ras ativada vai transmitir um sinal através de uma cascata de fosforilações 

realizadas pelas MAP-quinases (proteínoquinases ativadas por mitógenos) até o 

núcleo, onde ocorrerá a ativação dos fatores de transcrição. As MAP-quinases ativadas 

migram para o núcleo e fosforilam tanto o complexo Elk1-SRF, que vai ativar a 

transcrição do gene fos (do inglês: Feline osteosarcoma virus), quanto à proteína jun 

(do Japonês: ju-nana, que significa o número 17) que vai se combinar com a nova 

proteína fos sintetizada para formar um complexo chamado AP-1, uma proteína 

reguladora de genes ativa, onde atuará sobre outros genes resultando, na proliferação 

celular (Figura 5). Atualmente não se sabe a atuação exata da AP-1 na estimulação da 

proliferação celular (Alberts et al., 1997a). 

 

 

 
5 2 1 4 3 6 
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Tabela 2: Alguns fatores de crescimento e suas ações. 

FATOR AÇÕES 

Fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF)  

Estimulam proliferação de células de tecido conjuntivo e 

algumas células neurogliais 

Fator de Crescimento epidérmico 

(EGF) 

Estimulam a proliferação de muitos tipos de células; agem 

como um sinal indutor no desenvolvimento embrionário 

Interleucina-2 (IL-2) Estimulam a proliferação de linfócitos T ativados 

Fator de crescimento de nervos 

(NGF) 

Promovem crescimento e sobrevivência de classes 

específicas de neurônios 

Eritropoetina Promovem a proliferação, diferenciação e sobrevivência 

de precursores de eritrócitos 

Fonte: Alberts et al. (1997a). 
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Figura 5: Representação do mecanismo de proliferação celular. FC (Fator de crescimento); P (fosfato); DRK

(proteína adaptadora); SOS (proteína sos); GDP (guanidina difosfato); RAS (proteína Ras); GTP (guanidina

trifosfato); MAPKs (Proteíno quinases ativadas por mitógenos); ELK1-SRF (complexo de ativação dos genes

fos); PRT FOS (proteína fos); JUN (proteína jun); AP-1 (Complexo formado por fos e jun). 
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1.2.5 Mecanismo de Proliferação de Linfócitos 
 

 A indução da proliferação de linfócitos envolve duas fases: a primeira fase, 

designada ativação celular, é iniciada pela interação do TCR (receptor de células T) 

com o complexo antígeno-molécula do MHC (Complexo Principal de 

Histocompatibilidade) sobre as APC (células apresentadoras de antígenos do inglês: 

antigen presenting cell) disparando a transição de G0 para G1 bem como a indução da 

secreção de IL-2 (interleucina-2) e a expressão do seu receptor IL-2R (receptor de 

interleucina-2). A segunda fase envolve a progressão da fase G1 para S e mitose, 

sendo controlada pela interação de IL-2 com IL-2R (Roitt et al., 1999; Stites e Terr, 

2000). 

 Quando ocorre a ligação do complexo antígeno-MHC com o TCR, 

imediatamente os domínios (associados a proteínas tirosina-quinase) vão se 

autofosforilar tornando-se ativados para fosforilar uma molécula adaptadora p36 

(polipeptídeo pesado, do inglês: Heavy polypeptide) que, ativada, se liga a outra 

proteína adaptadora Grb2 (do inglês - Growth Factor Receptor-Binding Protein). A 

Grb2, por sua vez, vai se ligar à sos (do inglês: son of sevenless) formando então um 

complexo p36-Grb2-sos ativando a Ras. A Ras vai então ativar várias reações de 

fosforilação em cascata realizadas por MAP-quinases até chegar ao núcleo onde vai 

ativar o fator de transcrição NF-AT1 (fator nuclear de células ativadas, do inglês: 

Nuclear factor of activated T cell) que por sua vez ativa a transcrição dos genes de IL-2 

e IL-2R (Figura 6). Após a ligação da IL-2 com IL-2R ocorrerá uma fosforilação de uma 

molécula adaptadora Shc (proteína adaptadora) a qual, em seguida, associa-se com a 

molécula adaptadora Grb2 que vai se ligar com a sos levando à ativação da Ras. Com 

a ativação da Ras ocorrerá uma série de eventos, ainda não esclarecidos, os quais 

culminam no crescimento e proliferação celular (Pastor et al., 1995; Thezé et al., 1996; 

Alberts et al., 1997a). 
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Figura 6: Representação do mecanismo de proliferação de linfócitos. APC (célula apresentadora de

antígeno); MHC (complexo principal de histocompatibilidade);TCR (receptor de células T); P (fosfato); P36

(proteína adaptadora); Grb2 (proteína adaptadora); SOS (proteína sos); GDP (guanina difosfato); RAS

(proteína Ras); GTP (guanidina trifosfato); MAPKs (Proteíno quinases ativadas por mitógenos); NF-AT1 (fator

de transcrição); IL-2 (interleucina 2); IL-2R (receptor de interleucina 2); Shc (proteína adaptadora). 
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1.2.6 Atuação das Lectinas como Mitógenos 
 

 A ativação e a proliferação de linfócitos podem ser visualizadas in vitro através 

do cultivo dos linfócitos na presença de agentes ativadores que podem ser anticorpos 

monoclonais dirigidos contra TCR ou lectinas. As lectinas glicose/manose têm sido 

utilizadas para avaliar a atividade mitogênica. Uma lectina de sementes da Parkia 

speciosa foi usada para estudar linfócitos de indivíduos sadios e pacientes com câncer 

de esôfago (Suvachittanont e Jaranchavanapet, 2000). Um estudo comparativo com 

oito lectinas, obtidas de sementes de leguminosas da tribo Diocleae, foi realizado para 
avaliar a proliferação de linfócitos e produção de γ-interferon (Barral Neto et al., 1992). 

 As lectinas são capazes de ativar linfócitos através de ligações cruzadas aos 

TCR, sendo conhecidas como mitógenos (indutores de proliferação). A estimulação dos 

linfócitos in vitro por mitógenos (Figura 7), mimetiza a estimulação específica por 

antígenos (Roitt et al., 1999). Segundo Kilpatric (1999), as lectinas podem se ligar a 

várias glicoproteínas diferentes de superfície, não estando claro, ainda, qual dessas 

interações é funcionalmente importante. Provavelmente o receptor de célula T seja o 

receptor mitogênico onde a lectina vai se ligar a porção sacarídica desse receptor 

através de seus sítios de ligação a carboidrato promovendo a ativação das reações em 

cascata citadas no item 1.2.5, que resulta na síntese de IL-2 e IL-2R. Após a ligação da 

IL-2 com IL-2R, como explicado no item anterior, ocorrerá uma fosforilação de uma 

molécula adaptadora Shc que em seguida associa-se com a molécula adaptadora Grb2 

que vai se ligar com a sos levando à ativação da Ras. Com a ativação da Ras ocorrerá 

uma série de eventos, ainda não esclarecidos, os quais culminam no crescimento, e 
proliferação celular. As lectinas que não são mitogênicas não promovem a síntese de 

IL-2 e IL-2R (Kimura e Ersson, 1981; Chilson e Kelly-Chilson, 1989; Kilpatrick, 1999). A 

ativação da Ras é somente um de uma série eventos complexos de respostas 

bioquímicas disparadas pelo TCR e IL-2R ativadas. 
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Figura 7: Representação do mecanismo de proliferação de linfócitos por lectinas. PC (porção carboidrato);

TCR (receptor de células T); P (fosfato); P36 (proteína adaptadora); Grb2 (proteína adaptadora); SOS
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 Neste trabalho, nos propomos a analisar a atividade mitogênica em preparações 

da lectina de Cratylia mollis em linfócitos humanos de doadores saudáveis através de 

um método colorimétrico utilizando o MTT. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

� Obter preparações da lectina de sementes de C. mollis (Cra-Sephadex e Cra Iso 1); 

� Determinar uma faixa de concentrações em que as lectinas apresentam maior 

atividade mitogênica; 

� Comparar as lectinas de sementes de Canavalia ensiformis (Concanavalina A, Con 

A) e de sementes de Phaseolus vulgaris (PHA) com as da Cratylia mollis; 

� Determinar a concentração de carboidrato que melhor inibe a atividade mitogênica. 

 

3 RELEVÂNCIA DO TRABALHO 
 

 O laboratório de Glicoproteínas do Departamento de Bioquímica da Universiade 

Federal de Pernambuco tem como propósito desde 1983, a obtenção de um painel de 

lectinas e formas moleculares de lectinas puras, a partir de espécies autóctones ou 

introduzidas (Cavalcanti & Coelho, 1990; Paiva & Coelho, 1992; Antunes e Coelho, 

1994; Correia e Coelho, 1995; Coelho e Da Silva, 2000). As referidas lectinas, de 

diferentes especificidades ou de similar reconhecimento de carboidratos, devidamente 

caracterizadas, podem servir aos mais diversos propósitos. A importância da 

determinação da atividade mitogênica da lectina de sementes de C. mollis é oferecer 

mais uma ferramenta para o estudo da ativação e controle de linfócitos. A lectina é 

extraída de uma planta forrageira do sertão nordestino, sendo de fácil purificação e 

elevado rendimento. As vantagens do método colorimétrico utilizado neste estudo 

sobre os métodos radioativos tradicionais é que, o primeiro permite a análise de um 

número maior de amostras, possui um custo mais baixo além de oferecer mais 

segurança ao analisador (Denizot e Lang, 1986; Mosmoan, 1983; Kilpatrick, 1999). 
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The mitogenic effect of Cratylia mollis purified lectins (Cra-Sephadex and Cra-Iso 1) on human 

lymphocytes was analyzed through a colorimetric assay using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide (MTT). C. Mollis seed preparations showed mitogenic activity and 

this activity is comparable to those of the well known T-cell mitogens, concanavalin A (Con A) 

and phytohaemagglutin (PHA). Inhibition of lymphocyte proliferation with methyl α-D-

mannoside was observed and indicated that the mitogenic effect involved lectin binding site. 

 

Keywords: Lectin / Cratylia mollis / MTT / Mitogenic activity/ Lymphocyte proliferation 
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Introduction 

 

Lectins are proteins or glycoproteins, which have the ability to bind selectively free or 

conjugated oligosaccharides in a reversible way by two or more binding sites (1). These proteins 

are broadly spread in nature and at the plant kingdom legume seeds are the major source of 

lectins; they are also abundant in many vegetable tissues such as roots, leaves, stems, fruits and 
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even barks (2). Mitogenic lectins are useful as reagents, and the study of their interactions with 

mononuclear cells in vitro has been invaluable to understand lymphocyte activation and its 

control (3). Lectins are capable of activate lymphocytes through T cell receptor (TCR) cross 

binding. Probably, the TCR saccharide portion is the specific lectin binding site, promoting the 

activation and consequently proliferation of the lymphocytes (4). There are also lectins which do 

not own the capacity of proliferating lymphocytes such as Cyphomandra betacea lectin (5). The 

cellular proliferation can be evaluated through a colorimetric method, firstly proposed by 

Mosman (6). In this process occurs a reduction of tetrazolium salt, 3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-

2,5-diphenyl tetrazolium (MTT) in a product with a dark blue coloration (formazan) by the 

mitochondrial enzyme succinate-dehydrogenase in visible cells.  

Cratylia mollis seed lectins (Cra), of mannose/glucose recognition, has been highly purified 

and characterized (7). Cra is structurally similar to Concanavalin A (Con A), a well-

characterized lectin from the seeds of Canavalia ensiformis (8). In the present work, Cra lectins 

were used as a tool to evaluate the cellular proliferation of human lymphocytes through the MTT 

colorimetric assay; the mitogenic effect was carbohydrate inhibited.  

 

Materials and Methods 

 

Lectin Preparation 

Seeds of C. mollis (tribe Diocleae) were collected in the State of Pernambuco (Brazil) and 

the lectins (Cra-Sephadex and Iso 1) were purified according to Correia and Coelho (7). The seed 

extract [10% (w/v) seed extract in 0.15 M NaCl] was ammonium sulphate fractionated (40-60 %) 

followed by affinity chromatography on a Sephadex G-75 column (Cra Sephadex). This material 

was then submitted to ion exchange chromatography on a CM-cellulose column ( Cra Iso1). Con 

A and the lectin from phytohaemagglutinin (PHA) were purchased from Sigma. The protein 

concentration was determined according to Bradford (9). 
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Lymphocyte Stimulation Assay 

 

The lymphocytes were obtained from heparinized venous blood over a Histopaque gradient 

(Sigma Chem. Comp.) according to the manufacture’s instructions. Lymphocyte band (at the 

interface) was carefully removed and washed in RPMI 1640 medium (Sigma) supplemented with 

10% fetal calf serum (v/v), 1% sodium piruvate (w/v), 0.002 M L-Glutamine, 100 UI/ml 

penicillin and 100 µg/ml of streptomycin (complete medium). The cells were adjusted to 2 x 105 

cells/well with the same medium. 

The assay was performed in tissue culture plates (96 wells). Initially, the wells were fulfilled 

with complete medium followed by lectins (0.78 to 100 µg/ml) and lymphocytes (2x105 

cells/well). The plates were incubated at 37°C with CO2 at 5% for 24, 48 or 72 h. Control with 

lymphocytes at absence of lectins and blank with complete medium were performed. After the 

incubation, MTT solution (5 mg/ml in RPMI 1640 medium) filtered in millipore (0.22 µm) was 

added and incubated (4 h) at the same condition. The plates were centrifuged (500 x g, 10 min), 

supernatant was removed and 100 µl of dimethyl sulphoxide, DMSO (Sigma), was added with 

agitation until all the formazan crystals were dissolved. The plates were read at 600 nm (Bio-Rad 

model 2550). The stimulant effect was expressed as a proliferation index (PI): ratio of MTT-

formazan production in the presence and absence of lectins. The ratio of absorbance was 

established in the absence (PI=1.0) and presence of lectin mitogenic samples (PI higher than 

1.0). The inhibition assay was performed by the previous incubation of Cra preparations (50 µl) 

with 50 µl of methyl α-D-mannoside (25, 50 and 100 mM) solution in complete medium, for 20 

min. The following controls were used: carbohydrate in lectin absence and lymphocyte presence; 

lymphocyte and complete medium; and lectin in lymphocyte presence. Total inhibition (PI 1.0) 

was obtained in the presence of carbohydrate and lectin. At each concentration of lectins, cell 

cultures in three wells were used as triplicates. 

 



Maciel, E. V. M.                                                                              Determinação do efeito mitogênico das lectinas ... 

 45 

Results 

 

Cra lectins preparations stimulated human lymphocyte proliferation and the optimum 

concentration of the lectins varied depending on individual donors (figure 1). There was no 

difference between 48 or 72 h of incubation; 24 h did not induce sufficient proliferation to be 

used. All donnors produced a positive response to the lectins (0.78-100 µg/ml); however, the 

concentration of the maximum activity varied among individuals. The better donor (1) and 48 h 

of incubation were used to the subsequent assays.  

All lectins showed mitogenic activity at all tested concentrations when donor 1 was used 

(figure 2A). The maximum activity obtained (6.25 µg/ml) showed a significantly distinct PI in 

relation to lectin absence (figure 2B). PHA was used as a positive control and had a PI (2.9) 

higher than the other lectins; no significant differences were observed between Con A and Cra 

lectins. 

Methyl α-D-mannoside did not show any effect on lymphocyte proliferation at the tested 

concentrations. The assay revealed a different result in relation to carbohydrate concentration 

when the same donor was tested nine months later. The better concentration (12.5 µg/ml) was 

used to the inhibition assay. Cra Sephadex mitogenic activity was partially (25 mM) or totally 

inhibited by methyl α-D-mannoside (50 and 100 mM); Cra Iso 1 activity was inhibited by all 

tested carbohydrate concentrations (figure 3). 

 

Discussion 
 

Mitogenic activity of C. mollis offer one more toolfor the study of control and lymphocyte 

activation. These lectins are obtained from a forege plant very common in the semiarid region of 

the northeast of Brazil, being of easy purification and high yield.  

This distinct mitogenic response for some individuals could be explained by the presence of 

enzymes involved in carbohydrate removal from cell surface. The presence of distinct levels of 
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α-mannosidase activity, in lymphocytes and blood plasma, may be responsible for different 

levels of lymphocyte responsiveness from various donors (10).The fact that different sub-

populations (11) and accessory cells (12) are present in each individual donor could mean that 

they need to be stimulated differently (10). Some lectins (e.g. wheat germ agglutinin or Datura 

lectin) may be mitogenic or nonmitogenic, depending on the lectin concentration used. An 

individual lectin may bind to several glycoproteins on the lymphocyte surface, resulting in 

interations that may or may not be functionally relevant, and that could have opposing effects (3) 

Mitogenic activity was evaluated under the most rigorous criteria. The results obtained to C. 

mollis lectins were similar to those obtained to P. speciosa lectin, suggesting that the mitogenic 

activity mediated by lectin is donor dependent.  

Nine lectins from the tribe Dioclea, including Con A, are structurally similar to Cra Iso 1 and 

Cra Sephadex; the latter preparation contains two molecular forms (Iso) of Cra, Cra Iso 1 and 

Cra Iso 4. Glucose/mannose specific lectins obtained from seeds of the same tribe (Dioclea) had 

similar structures but were distinct in their ability to stimulate human lymphocytes. The subtle 

differences on the mitogenic activity of these lectins may be explained by a combination of 

diverse isoforms (molecular forms) that they present. Another possibility was attributed to small 

differences in their aminoacid sequence in the region involved with sugar interaction that may 

affect the fine specificity for sugar in the cell membrane (13).  

Cra Iso 1 and Cra Sephadex were not significantly different on mitogenic activity; however, a 

distinct inhibition pattern was observed. The whole Lathyrus ochrus lectin (molecular forms) 

showed a higher PI than the two separated isolectins (L. ochrus I and II); the mixture of the two 

isolectins, which is represented by the whole lectin, could have a synergetic effect on the 

lymphoid cells (14). The PI for Cra sephadex and Cra Iso 1 was similar to Con A, but lower to 

PHA. 

Cra lectins (PI) were inhibited by the specific carbohydrate and the inhibition was dose 

dependent. Mitogenic lectins bind to lymphocytes via carbohydrate receptors on the lymphocyte 
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cell surface; alterations of cell saccharides and subsequent lectin binding are expected to occur 

when lymphoid cells differentiate or are transformed (15), (16). Differences on mitogenic 

activity mediated by lectins could be used to obtain preferential stimulation of cell or to 

distinguish malignant cells from their non-malignant forms by the mitogenic activity (15). Cra 

Sephadex was used as a marker to differentiate normal mammary tissue from malignat breast 

tumor (17). 

The colorimetric method showed to be sensitive and similar to those obtained to other lectins, 

including Con A and PHA, when the traditional radioactive methods were used (18). The 

colorimetric assay is rapid, with significant advantages over traditional techniques such as 

several commonly used proliferation assays (19). Cra (Cra Sephedex and Cra Iso 1) constitute 

another glucose/mannose lectin available for the evaluation of lymphocyte activation.  
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Figure 1. 
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Figure 1: Effect of different concentrations of lectins from four donors on human lymphocytes at 

48 h. Data were presented as mean ± S.D. from triplicates. 
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Figure 2. 
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Figure 2: Comparative effect of lectin concentrations (A) and mitogenic effect (B) of different 

lectins (6.25 µg/ml) on human lymphocytes at 48 h. Data were presented as mean ±S.D. from 

triplicates. ∗ Significant difference from the control group (p<0.05, Student’s t-test). 
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Figure 3.  
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Figure 3: Inhition of Cra-Sephadex and Cra-Iso 1 mitogenic activity (12.5 µg/ml) by methyl-α-

D-mannoside at 48 h. Control (proliferation of lymphocyte without lectin or carbohydrate); 0 

(proliferation with lectin without carbohydrate). Data were presented as mean ±S.D. from 

triplicates. ∗ Significant difference from the 0 group, **significant difference from the control and 

0 group and, *** significant difference from the control group (p<0.05, Student’s t-test). 
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6 CONCLUSÕES 
 

1. As preparações da lectina de C. mollis proliferaram linfócitos humanos de 

doadores normais; 

 

2. As lectinas foram mitogênicas em todas as concentrações, contudo a 

concentração que apresentou maior atividade mitogênica variou para cada 

indivíduo; 

 

3. O carboidrato ligante metil α-D-manosódeo inibiu diferentemente a proliferação 

de linfócitos pelas preparções lectínicas de C. mollis, indicando que o efeito 

mitogênico está relacionado com o sítio de ligação a carboidrato; 

 

4. Cra-Sephadex ou Cra-Iso 1 podem ser utilizadas como reagentes para o estudo 

de ativação e proliferação de linfócitos; 

 

5. O método colorimétrico utilizado neste estudo demostrou ser bastante prático e 

eficiente para a determinação da proliferação de linfócitos.   
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