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1. INTRODUÇÃO 
 

Lectinas são glicoproteínas que se ligam de maneira específica e reversível 
a carboidratos, estão amplamente distribuídas na natureza (PEUMANS & VAN 
DAMME, 1995) e são consideradas moléculas que reconhecem e decifram a 
informação contida nos oligossacarídeos presentes na superfície celular (RINI, 
1995). Essas glicoproteínas, em particular as de origem vegetal, são 
consideradas importantes ferramentas nos estudos em glicobioquímica e 
glicobiologia (RUDIGER, 1998).  

O efeito da suplementação dos meios de produção in vitro de embriões 
com lectinas vem despertando o interesse de muitos pesquisadores. Em 2009, 
PANDEY et al., demonstraram aumento nos índices de maturação e melhora na 
regulação da expressão gênica de oócitos maturados in vitro, em presença de 
lectinas. Da mesma forma, outros autores verificaram aumento na expansão de 
células do cumulus, maiores índices de extrusão do corpúsculo polar, da 
proporção de oócitos que alcançaram o estágio de metáfase II e ainda, um maior 
potencial de desenvolvimento do oócito maturado. (PANDEY et al., 2009; WANG 
et al., 2001; FAGBOHUN & DOWNS, 1990).  

Utilizando-se a microscopia de fluorescência, lectinas vegetais marcadas 
com isotiocianato de fluoresceína (FITC) têm sido utilizadas para examinar as 
características das glicoproteínas de superfície e estudar a maturação 
citoplasmática de oócitos cultivados in vitro (GOTTARDI, 2009; APPARICIO-
FERREIRA, 2006; BARRETO, 2007).  

Este trabalho teve por objetivo avaliar os padrões de ligação das lectinas 
Canavalia ensiformis (ConA), Canavalia brasiliensis (ConBr) e Canavalia boliviana 
(ConBol), conjugadas à isotiocianato de fluoresceína (FITC), à  oócitos bovinos, 
durante o período de maturação in vitro (MIV). 
 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1. Obtenção das lectinas 
As lectinas de Canavalia ensiformis (ConA), Canavalia brasiliensis (ConBr) 

e Canavalia boliviana (ConBol), foram gentilmente cedidas pelo Laboratório de 
Moléculas Biologicamente Ativas (Biomol - LAB), Departamento de Bioquímica e 
Biologia Molecular do Centro de Ciências da Universidade Federal do Ceará-UFC.  

.  
2.2. Coleta, seleção e maturação dos oócitos  
Ovários provenientes de abatedouro local, foram transportados em 

recipiente térmico até o Laboratório de Embriologia Molecular e Transgênese, 



 

localizado no CDTec/UFPel. Os complexos cumulus oócitos (CCOs) foram 
puncionados dos folículos ovarianos com tamanhos entre 2-8 mm de diâmetro, 
sendo aspirados com auxílio de seringa de 20 mL e agulha 40 x 1.2. 

O líquido folicular obtido foi colocado em tubo cônico de 50mL e em 
seguida foi diluído em PBS (phosphate buffer saline) e passado em filtro coletor 
de embriões (Nutricell, Campinas-SP). O depósito celular obtido foi colocado em 
placa de petri para procura dos CCOs em estereomicroscópio.  Posteriormente, 
os mesmos foram avaliados quanto ao número de camadas e grau de 
compactação das células do cumulus, homogeneidade do citoplasma e 
integridade da zona pelúcida, sendo selecionados apenas os oócitos 
considerados viáveis. Os grupos de CCOs foram maturados em estufa a 38,5ºC, 
com 5% de CO2 em ar, durante 24 hrs em gotas contendo 100µL de meio de 
Maturação  (In Vitro Brasil, Mogi Mirim/SP, Brasil) suplementado ou não com 
lectinas conforme os tratamentos definidos para cada grupo.  

A observação e a captura das imagens dos CCOs foram realizadas em 
intervalos de 8 hrs durante as 24hrs do período de maturação in vitro (0, 6, 12, 16 
e 24hrs). Para cada um dos intervalos de tempo, foram utilizados grupos de 10 
CCOs diferentes. Além dos grupos de lectinas Canavalia ensiformis (ConA), 
Canavalia brasiliensis (ConBr) e Canavalia boliviana (ConBol), todas conjugadas 
à isotiocianato de fluoresceína (FITC), dois grupos controle foram incluídos. O 
primeiro contendo apenas o meio de Maturação e o segundo contendo apenas o 
marcador FITC em meio de Maturação. As lectinas foram testadas nas 
concentrações de 10 e 20 µg/mL.  

Para cada avaliação realizada, os CCOs foram retirados da gota de cultivo 
e lavados em 3 gotas contendo 100µL de meio de Lavagem (In Vitro Brasil, Mogi 
Mirim/SP, Brasil) para a retirada do excesso de lectinas não ligadas e para evitar 
background do marcador.  
 As imagens obtidas em microscópio invertido de fluorescência (Olympus IX 51, 
Japão); com filtro FITC (excitação 460 a 570nm e emissão 460-610nm) foram 
analisadas no software Cell̂ F, o qual gerou dados numéricos de intensidade de 
fluorescência, em pixels. Conjuntos de dados de intensidade dos pixels foram 
analisados usando ANOVA fatorial seguido por um teste de Tukey para 
comparações múltiplas. Três fatores foram considerados: composto utilizado (três 
níveis), concentração de compostos (dois níveis) e tempo de ação do composto 
(cinco níveis). A significância considerada foi de P<0,05 em todas as análises. Os 
dados foram expressos como média ± EPM (erro padrão da média). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

 As lectinas ConA e ConBol apresentaram comportamentos similares, 
ligando-se fortemente à zona pelúcida e com intensidade de fluorescência maior 
do que a dos demais grupos (P<0,05).  
 A lectina ConBol possui maior afinidade pelas células do cumulus do que 
as demais lectinas, por isso no decorrer das horas de cultivo, com o aumento da 
expansão das células do cumulus houve um aumento progressivo da intensidade 
da fluorescência no grupo tratado com esta lectina, atingindo o maior valor às 24 
hrs (p<0,05). O mesmo comportamento não foi observado nos demais grupos. 

A lectina ConBr, apesar de possuir 99% de identidade, em sequência de 
aminoácidos, e a princípio exibir a mesma especificidade para glicose/manose 
que a lectina ConA, (SANZ-APARICIOA, et al., 1997), apresentou uma 
intensidade de fluorescência bem menos intensa, do que as lectinas ConA e 



 

ConBol (P<0,05),  caracterizando-se por demonstrar um padrão fraco de ligação à 
zona pelúcida e às células do cumulus.  

O grupo controle - FITC, apresentou um padrão bem diferente dos grupos 
tratados com qualquer uma das lectinas, pois não houve fluorescência nem da 
zona pelúcida e nem das células do cumulus. A fluorescência observada ficou 
restrita apenas à região citoplasmática do oócito e foi menor do que aquela 
observada nos demais grupos (P<0,05).  

Apesar de algumas vezes a intensidade da fluorescência ter sido maior, 
com a concentração de 20µg/mL, pode-se dizer que as duas concentrações testadas 
(10 e 20µg/mL) mostraram-se eficientes para a marcação da superfície dos CCOs 
bovinos. A maior intensidade de fluorescência identificada foi às 24 hrs de 
incubação dos CCOs com 20µg/mL da lectina Con Bol. 

Os dados de intensidade de fluorescência, em pixels, gerados a partir das 
imagens analisadas pelo software Cell^F, estão dispostas no gráfico 1: 

 
 

Gráfico 1: Intensidade de fluorescência de CCOs bovinos em contato com as lectinas Con A, Con 
Bol e Con Br marcadas com FITC em duas concentrações diferentes, ao longo de 24 hrs de 
maturação in vit ro.  

O alto potencial de ligação das lectinas com os carboidratos presentes na 
superfície dos oócitos merece atenção especial em estudos futuros, pois estes 
carboidratos são potenciais receptores de modulação de atividade celular e, além 
disso, podem mediar a interação com outras células, com nutrientes e drogas 
utilizadas em cultivo in vitro. 
 

4. CONCLUSÕES 
 

Este estudo caracterizou o padrão de ligação das lectinas Canavalia 
ensiformis (ConA) Canavalia brasiliensis (ConBr) e Canavalia boliviana (ConBol), 
conjugadas à isotiocianato de fluoresceína (FITC), à  CCOs bovinos, durante o 
período de maturação in vitro. As lectinas ConA e ConBol apresentaram 
comportamentos similares, ligando-se fortemente à zona pelúcida e com 
intensidade de fluorescência maior do que a dos demais grupos.  
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