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RESUMO

Lectinas sdo proteinas de origem ndo imune, que possuem no minimo um sitio ndo
catalitico capaz de ligar-se a carboidratos de forma reversivel. Atualmente, vdarios
trabalhos t€m sido descritos sobre o potencial lectinico de espécies de leguminosas e os
estudos aumentam a medida que novas lectinas sdo descobertas, caracterizadas e
purificadas. Com base nestas informagdes, o presente estudo visa a prospecciao e
caracterizacdo de lectinas de leguminosas do Baixo Parnaiba Maranhense. Diferentes
espécies de leguminosas da regido foram coletadas e utilizadas para testes de atividade
hemaglutinante com eritrécitos de coelho e humano (sistema ABQO). Foram obtidos
extratos das amostras coletadas através da preparacdo de farinha, utilizando para a
extracdo de proteina os tampdes Tris-HCI 0,1 M pH 7,6, Glicina 0,1 M pH 2,6 e Glicina
0,1 M pH 9,0, todos contendo NaCl 0,15 M. Os eritrécitos de coelho e humano foram
lavados com NaCl 0,15 M e a papa de hemdcias preparada a 3% foi utilizada para
deteccao da atividade hemaglutinante, posteriormente os eritrécitos também foram
tratados com enzima tripsina e papaina. Para algumas espécies foi determinada a
especificidade a carboidratos e o titulo da atividade hemaglutinante. Das 17 espécies
coletadas e testadas 11 apresentaram aglutinacdo para determinados tipos de eritrdcitos,
enquanto 6 ndo apresentaram resultados satisfatorios para a atividade hemaglutinante.
As espécies que aglutinaram com maior variedade de eritrécitos foram Vatairea
macrocarpa Benth e Dolichos lablab Linn. As espéices Bauhinia pulchella e
Dimorphandra gardneriana, apresentaram resultados da atividade hemaglutinante
inibida pelos agucares galactose, a-Lactose e B-Lactose. A caracterizacdo dessas novas
lectinas de leguminosas da regido do baixo Parnaiba Maranhense promove a descoberta
de novas lectinas com potenciais biotecnoldgicos e consequentemente O uso essas
proteinas bioativas como ferramentas moleculares.

Palavras-chave: Atividade lectinica. Potencial lectinico. Caracterizacdo de proteinas.
Baixo Parnaiba Maranhense.



ABSTRACT

Lectins are proteins of non-immune origin, which have at least one non-catalytic site
capable of reversibly binding to carbohydrates. Currently several papers have now been
described on the lectin potential of legume species and studies increase as new lectins
are discovered, characterized and purified. Based on this information, the presented
study aims at prospecting and characterization of legume lectins from Baixo Parnaiba
Maranhense. Different legume species of the region were collected and used for
hemagglutinating activity tests with rabbit and human erythrocytes (ABO system).
Extracts of the collected samples were obtained through the preparation of flour, using
for the extraction of protein 0.1 M Tris-HCI pH 7.6, 0.1 M Glycine pH 2.6 and 0.1 M
Glycine pH 9.0, all related 0.15 M NaCl. Rabbit and human erythrocytes were washed
with NaCl 0,15 M and erythrocyte pope prepared at 3% was used for the detection of
haemagglutinating activity, later erythrocytes were also treated with trypsin and papain
enzymes. For some species a carbohydrate specificity and the little of hemagglutinating
activity were determined Of the 17 species collected and tested 11 presented
agglutination for certain types of erythrocytes, while 6 did not present satisfactory
results for hemagglutinating activity. The species that agglutinated with a greater variety
of erythrocytes were. Vatairea macrocarpa Benth and Dolichos lablab Linn. The
species Bauhinia pulchella Benth and Dimorphandra gardneriana Tuslane, presented
results of the hemagglutinating activity inhibited by sugars galactose, a-Lactose and -
Lactose. The characterization of these new leguminous lectins from the lower region of
Parnaiba Maranhense promotes the discovery of new lectins with biotechnological
potential and consequently the use of these bioactive proteins as molecular tools.

Key words: Lectin activity. Lectinic potential. Characterization of proteins. Baixo
Parnaiba Maranhense.
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1. INTRODUCAO

Lectinas sdo proteinas de origem ndo imune, que apresentam no minimo um
dominio ndo catalitico capaz de reconhecer e se ligar reversivelmente a carboidratos
especificos. Com caracteristicas bioldgicas distintas, as lectinas podem ser identificadas
por meio de sua capacidade de aglutinacdo de células (PEUMANS & VAN DAMME,
1995). Amplamente distribuidas na natureza, sdo encontradas em plantas, animais

vertebrados, invertebrados e microrganismos (LIS & SHARON, 1986).

Quanto aos aspectos estruturais, Peumans & Van Damme (1995) classificaram as
lectinas em quatro grupos principais: as Merolectinas, proteinas simples que possuem
apenas um dominio de ligacdo a carboidrato e apresentam cardter monovalente, por isso
sdo incapazes de precipitar glicoconjugados. Uma tipica merolectina é a heveina,
purificada a partir do l4tex da espécie Hevea brasiliensis (VAN PARIS et al., 1991);
Hololectinas, compostas de dois ou mais dominios de ligacdo a carboidratos
estruturalmente relacionados. As hololectinas compreendem as lectinas de plantas mais
bem caracterizadas, a maior parte das lectinas de plantas descritas pertencem a esse
grupo. Como exemplo temos a lectina da semente da espécie de Canavalia ensiformis
(ConA), uma lectina ligante a glicose/manose que apresenta diversas atividades
bioldgicas descrita, todas essas atividades estdo relacionadas diretamente com a
capacidade dessa lectina reconhecer e ligar carboidratos de superficie celulares;
Quimerolectinas, proteinas que possuem um ou mais dominios de carboidratos ligantes
e um dominio com fung¢do distinta, agindo independentemente do dominio de ligacdo a
carboidrato. Um exemplo € a ricina, que possui dois dominios de ligagdo para
carboidratos comportando-se como uma hololectina € um dominio para a inativagdo do
ribossomo (PEUMANS & VAN DAMME, 1998); E as superlectinas lectinas que
apresentam dois ou mais sitios lectinicos, porém com especificidades a carboidratos nao

relacionados.

O estudo das lectinas data desde o século XIX, quando o pesquisador Silas Weir
Mitchell em 1860 observou que o sangue de pombo na presenca de veneno da serpente
Crotalus durissius, apresentava coagulacido das hemadcias. Stillmark (1888) descreveu o

efeito toxico de sementes de Ricinus communis e foi o primeiro a associar a capacidade
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hemaglutinante ao fator proteico téxico da ricina. Landsteiner & Raubitishek (1908)
estudaram a seletividade das aglutininas, destacaram a caracteristica ndo toxica das
lectinas, e a partir de entdo foram descobertos outros vegetais com a mesma
caracteristica ndo toxica e hemaglutinante. A primeira purificacdo de lectina foi
realizada por James Summer, em 1919, a partir de sementes de Canavalia ensiformis.
Summer isolou uma proteina que denominou de concanavalina A (Con A), através de
precipitacao salina e cristalizacdo, deste modo obteve-se a primeira hemaglutinina pura
(SHARON & LIS, 2004). Em 1972, o termo lectina foi generalizado para todas as
proteinas que possuissem a capacidade de aglutinar células ou precipitar polissacarideos
e glicoproteinas (SHARON & LIS, 1972), ocorrendo inibi¢ao desta atividade por
carboidratos (RUDIGER, 1998).

As lectinas apresentam distribui¢o universal no reino vegetal e a maioria dessas
proteinas foram isoladas e caracterizadas de leguminosas, podendo ser encontradas em
diversas partes da planta. As sementes sdo a maior fonte de lectinas em leguminosas,
contudo, as lectinas podem ser encontradas também em partes vegetativas da planta,
apesar de existirem em quantidade inferior. Admite-se entdo que os Orgaos de reserva

sdo a principal fonte de lectinas em plantas (PEUMANS & VAN DAMME, 1998).

De acordo com as propriedades e localiza¢des das lectinas em leguminosas, vérias
hipéteses sobre as fungdes fisiologicas tém sido sugeridas. As lectinas podem exercer
diversas funcdes bioldgicas como proteinas de reserva, no mecanismo de defesa contra
patogenos desempenhando a¢do inseticida, fungicida e antibactericida (CHRISPEELS
& RAIKHEL, 1991), apresentam também capacidade de aglutinar eritrdcitos, transporta

e armazena carboidratos (PUSZTALI 1991), entre outras funcdes.

O Territério Baixo Parnaiba € formado por microrregides que apresentam uma
densidade demogréfica de 17,63 hab/Km? e populagdo média por municipio de cerca de
21.529 habitantes. O Territério estd inserido, em sua maior parte, na Mesorregido Leste
Maranhense, ficando apenas o municipio de Tutéia na Mesorregiao Norte Maranhense

(MINISTERIO DE DESENVOLVIMENTO AGRARIO, 2005).
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2. REFERENCIAL TEORICO

As lectinas representam uma classe de proteinas de origem ndo imune que se
ligam, especifica e reversivelmente, a agticares. Amplamente distribuidas na natureza,
sdo encontradas em plantas, animais vertebrados, invertebrados e microrganismos (LIS
& SHARON, 1986). Lectinas de leguminosas apresentam alta similaridade estrutural,
porém podem apresentar propriedades bioldgicas diferenciadas. (CAVADA et al.,

2001).

Embora lectinas estejam comumente relacionadas a efeitos de toxicidade, ha
trabalhos documentados na literatura sobre seus beneficios, sendo as lectinas potenciais
ferramentas de interesse terapé€utico para diversas pesquisas como terapia do cancer,
imunologia, propriedade antibacteriana, inseticida, antimicrobianas e antitumorais
(SINGH & SARATHI, 2012; OLIVEIRA, 2011; HAMID et al. 2013). O estudo de suas
propriedades bioldgicas tem sugerido importantes aplicagdes biotecnoldgicas, dentre
estas aplicacOes, destaca-se a identificacdo de receptores de membrana e a deteccdo de

estruturas caracteristicas de neoplasias (LIS & SHARON, 1998).

Segundo estudos de Hamid er al. (2013), as lectinas contribuem para o
reconhecimento de células tumorais (marcadores de superficie), para a estimulacdo
mitogénica, localizacdo e adesdo celular, apoptose, transducdo de sinal através das
membranas e citotoxicidade. Uma das maiores potencialidades de aplicag@o das lectinas
estd na imunologia devido a sua alta capacidade de estimular a resposta mitogénica em
linfécitos humanos. Essa propriedade das lectinas foi estudada primordialmente por
Nowell ao avaliar o efeito de fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris sobre linfécitos
humanos (JANEWAY et al., 2000). As lectinas também influenciaram avancos na
endocrinologia. Cavada et al. (2003), relataram a fosforilagdo do receptor de insulina,

induzida por lectinas vegetais glicose/manose especificas in vitro.

Diversos estudos t€m sido desenvolvidos para lectinas no campo da oncologia,
Shlyakhovenko et al. (1995) comprovaram que lectinas promovem adesao de células

tumorais a tecidos alvos de maneira especifica.

As lectinas possuem uma grande abundancia nas plantas, especialmente nas

leguminosas, contudo, pouco se sabe das funcdes fisioldgicas dessas proteinas. Entre
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algumas fungdes propostas para as lectinas de plantas reconhece-se a de armazenamento
ou transporte de carboidratos, protecdo contra patégenos, reconhecimento celular,
atividade inseticida, proteinas de reserva ou reguladores de crescimento (TRIGUEIROS
et al. 2003). Carlini & Grossi-de-S4, (2002) afirmaram que dentre as proteinas

envolvidas no mecanismo de defesa das plantas estdo as lectinas.

A atividade inseticida das lectinas é de grande vantagem para o ramo agricola.
Murdock & Shade (2002) identificaram 5 lectinas especificas para N-acetil glicosamina
e 2 especificas para N-acetil galactosamina/Galactose, que causaram um retardamento
significativo no tempo de desenvolvimento de larvas de Callosobruchus maculatus
(Coleoptera), uma grande praga para armazenamento de grdos. Em testes realizados
com cupins, as lectinas do género Stryphnodendron, induziu a mortalidade nestes

insetos. (OLIVEIRA, 2011).

Ximenes (2009), em testes com as lectinas do gé€nero Caesalpinia afirma o
potencial antimicrobiano das lectinas, onde o crescimento de bactérias gram-positivas
ou negativas foi inibido em suas amostras pela presenca de lectinas. A atividade anti-
inflamatdria das lectinas estd associada a inibi¢cdo da migracdo de leucdcitos e uma
atividade antinociceptiva que pode estar associada a inibi¢cdo da dor inflamatoria, sugere

Silva (2013) em seus estudos sobre lectinas de Parkia biglobosa.

No potencial antifungico, a lectina da semente de Phaseolus vulgaris apresentou
efeito supressivo no crescimento das espécies de fungos Fusarium oxysporum, Coprinus
comatus e Rhizoctonia solani (YE et al., 2001). Lilley et al. (1999) sugeriram uma
associacdo para o papel das lectinas entre planta-animal, podendo as lectinas
propulsionarem um fator imunoldgico contra parasitos para animais que se alimentam

das plantas que contém lectinas.

Todos os efeitos e aplicacdes aqui descritos sugerem que as lectinas possuem
importantes aplicagdes em diversas dreas das ci€ncias naturais e da saude, sugerindo
assim, a importancia de se realizar a prospeccdo e caracterizacdo de novas espécies de

lectinas de leguminosas.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Identificar e caracterizar lectinas de leguminosas da regido do Baixo Parnaiba.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Extrair e caracterizar lectinas presentes em sementes de leguminosas;

) Determinar a especificidade a carboidrato;

. Fazer levantamento geral da presenca de lectinas nas espécies estudadas.

18
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4. METODOLOGIA

4.1 COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA DAS ESPECIES

As espécies utilizadas nos testes foram coletadas em algumas localidades do
Baixo Parnaiba Maranhense, a maior parte das coletas se concentraram na cidade de

Chapadinha.

As espécies coletadas para experimentos foram devidamente identificadas através
de exsicatas pelo Herbdrio Prisco Bezerra, pertencente ao Departamento de Biologia no

Centro de Ciéncias da Universidade Federal do Ceara.

4.2 PREPARACAO DA FARINHA

Para preparagdo da farinha, foram coletadas sementes de leguminosas, estas,
foram moidas ou piladas, e posteriormente peneiradas a fim de obter a farinha mais fina
possivel. A farinha foi entdo armazenada em tubos falcon a temperatura ambiente

fechados para uso posterior.

4.3 EXTRACAO DAS PROTEINAS

As proteinas foram extraidas em solucdo Tris-HCI 0,1 M pH 7,6 contendo NaCl
0,15 M, Glicina 0,1 M pH 2,6 contendo NaCl 0,15 M, e Glicina 0,1 M pH 9,0 contendo
NaCl 0,15M. na propor¢ao 1:10 (m/v), pesando 3 g de farinha para 30 mL de tampao,
cada solugdo foi colocada em tubo falcon de 50 mL. A mistura foi mantida sob agitacao
constante durante 4 horas em temperatura ambiente. Posteriormente os tubos contendo a
mistura foram reservados por 30 minutos, para que decantasse o excesso da farinha.
Logo ap6s, foi retirado 12 mL do sobrenadante de cada tubo e passado entdo para tubos
falcon de 15 mL. Estes entdo foram centrifugados uma vez a 1.500 rpm durante 5
minutos. Depois da centrifugacdo utilizou-se somente o sobrenadante das amostras para

os testes de atividade hemaglutinante.

4.4 TRATAMENTO DE ERITROCITOS

Para os ensaios da atividade hemaglutinante foram utilizadas amostras de
eritrocitos de coelho, coletados no Biotério do Laboratério de Biologia Estrutural e

Molecular, do Centro de Ciéncias Agrarias e Ambientais da UFMA; bem como
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eritrocitos humanos coletados no Centro de Hemoterapia e Hematologia do Maranhao

(HEMOMAR).

Os eritrécitos coletados foram transferidos para tubos falcon de 15 mL, lavados
com NaCl 0,15 M em centrifuga por 9 vezes a 1.500 rpm durante 5 minutos, a cada
lavagem o sobrenadante foi descartado e adicionado NaCl 0,15 M até completar o
volume de 12 mL, posteriormente, a papa de hemdcias foi preparada a 3% e utilizada
para determinacdo da atividade hemaglutinante. Também foi realizado o tratamento do

sangue com enzima tripsina e papaina.

4.5 SCREEN DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Em tubos de ensaio, foram adicionados primeiramente 100 ul de Tris-HCI1 0,1 M
pH 7,6 em todos os tubos, posteriormente 100 pul da amostra (solu¢cdo de tampao +
farinha), e depois 100 ul de eritrécitos. O controle positivo foi feito com 100 pl de Tris-
HCI 0,1 M pH 7,6 + 100 pl da amostra de ConBr + 100 pl de eritrécitos, e o controle
negativo 100 pl de Tris-HCI1 0,1 M pH 7,6 + 100 pl de cada tampao (Tris-HCI pH 7,6,
Glicina pH 2,6 e Glicina pH 9,0 com NaCl 0,15 M) + 100 pul de eritrécitos. Todos os
ensaios foram realizados em duplicatas. O resultado do screen da atividade

hemaglutinante foi observado visualmente 2 (duas) horas ap6s o término do teste.

4.6 DETERMINACAO DO TITULO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Com os resultados das amostras que apresentaram atividade hemaglutinante em
seus respectivos tipos de eritrocitos, foi realizada a determinagdo do titulo desta
atividade, onde as amostras foram diluidas serialmente com o intuito de determinar qual

a menor quantidade de amostra suficiente para apresentar atividade hemaglutinante.

Em placas de microdilui¢do, foram adicionados em todos os pocos 100 ul de Tris-
HC1 0,1 M pH 7,6, posteriormente 100 ul da amostra no primeiro pogo, diluindo 3 vezes
em cada poc¢o e passando para o seguinte até o ultimo poco, que ficou com 200 ul. Em
seguida, foi adicionado o eritrécito com o qual a amostra apresentou atividade, 100 pl
de eritrocitos em cada poco até o antepenultimo poco. O resultado da determinagdo do
titulo da atividade hemaglutinante foi observado em 2 (duas) horas apds o término do

teste.
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4.7 INIBICAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Foram realizados testes de especificidade por carboidratos para as amostras que
apresentaram resultado positivo para a atividade hemaglutinante, utilizando 8 (oito)
diferentes tipos de agucares: glicose, manose, galactose, fucose, rhaminose, 3-lactose, a-

lactose e N-acetil-glicosamina.

Em placas, foram adicionados em todos os pocos 50 ul de Tris-HCI1 0,1 M pH 7,6,
posteriormente 50 pl do agicar no primeiro pogo, diluindo 3 vezes em cada pogo e
passando para o seguinte até o ultimo pocgo, que ficou com 100 pl, em seguida, foi
adicionado 50 pl da amostra em cada pogo. Passado 1 (uma) hora, foi adicionado o
eritrocito com o qual a amostra apresentou atividade, 50 ul de eritrécitos em cada pogo
até o antepenultimo poco. O resultado da inibicdo da atividade hemaglutinante foi

observado em 2 (duas) horas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Os resultados positivos obtidos para o teste hemaglutinante foram detectados
visualmente, ap6s 2 horas do término do teste com a formacdo de um codgulo, uma
aglutinacdo das hemdcias nos tubos de ensaio. Os resultados negativos foram
identificados quando este codgulo ndo se formava, ou seja, a malha de hemdcias ndo se

ligava.

Figura 1. Ao lado esquerdo tubo de ensaio com atividade lectinica, observa-se a aglutinagdo das
hemadcias. Ao lado direito tubo de ensaio sem atividade lectinica, sem aglutinacdo de hemacias. Foto:
Raissa Costa.

No total foram utilizadas para teste de atividade hemaglutinante 17 espécies de
leguminosas coletadas na regido do Baixo Parnaiba, onde 6 espécies ndo apresentaram
atividade hemaglutinante e 11 espécies aglutinaram com determinados tipos de

eritrocitos, sendo esta atividade forte ou fraca, ambas sdo consideradas.

As espécies Macroptilium lathyroides (L.) Urb., Senna obtusifolia L. Irwin &.
Barneby, Dolichos lablab Linn, Mimosa sp., Bauhinia pulchella Benth, Caesalpinia sp.,
Stryphnodendron sp., Parkia sp., Dimorphandra gardneriana Tulasne, Ormosia
arborea (Vell.) Harms e Vatairea macrocarpa Benth apresentaram atividade
hemaglutinante satisfatéria nos testes realizados. As espécies Leucaena leucocephala
(Lam.) de Wit, Delonix sp., Senna sp., Serjania sp., Clitorea sp. e Albizia sp. nao

apresentaram aglutinacdo de eritrocitos nos testes realizados.

As espécies que aglutinaram com maior variedade de eritrocitos foram Vatairea
macrocarpa € Dolichos Lablab, ambas apresentaram atividade com eritrocitos de
coelho normal e tratado com tripsina e papaina, eritrécitos de sangue humano A+, B+ e

O-. A Vatairea macrocarpa também aglutinou com eritrécitos de sangue humano O+. A
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Dolichos Lablab aglutinou em todos os eritrdcitos apenas em Tris-HC1 0,1 M pH 7,6,
enquanto, a Vatairea macrocarpa apresentou atividade com os tampdes testados,

Glicina 0,1 M pH 2,6, Tris-HCI 0,1 M pH 7,6 e Glicina 0,1 M pH 9,0.

A Macroptilium lathyroides, espécie da familia Fabaceae, apresentou atividade
hemaglutinante para eritrécitos de coelho tratado com tripsina em Glicina 0,1 M pH 2,6
apds 2h do teste. Nenhum estudo anterior a esse descreveu resultados positivos para

teste de atividade hemaglutinante em espécies do género Macroptilium.

Figura 2. Macroptilium lathyroides vulgarmente conhecida como feijao de rola. Foto: Raissa Costa.

Senna obtusifolia ou mata pasto como € popularmente conhecida, apresentou
atividade para eritrécitos de coelho sem tratamento, em Glicina 0,1 M pH 2,6 ap6s 2h
do teste. Um estudo descrito por Pinto er al. (2005) para espécies do gé€nero Senna
aponta que fragdes proteicas das sementes possuem uma atividade téxica que pode ser
atribuida a hemaglutininas semelhantes a lectinas, devido a ocorréncia de aglutinacao
sanguinea observada em experimentos in vitro utilizando eritrécitos humanos tipo A, B
e O e eritrocitos de carneiro e camundongo. Apesar de apresentar o mesmo género do
estudo descrito por Pinto et al. a espécie Senna obtusifolia testada apresentou
aglutinacdo somente para eritrocitos de coelho sem tratamento nos testes realizados,

tendo sido testada também com eritrocitos humanos ABO.

Figura 3. Senna obtusifolia ou mata pasto. Foto: David L Green.
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A Dolichos lablab apresentou atividade para eritrocitos de coelho normal e
tratado com tripsina e papaina, eritrécitos humano A+, B+ e O-, todos em Tris-HCI 0,1

M pH 7,6 ap6s 2h do teste.

H4 muitos estudos descritos na literatura sobre a potencialidade lectinica da
Dolichos lablab. Num estudo realizado por Colucci et al. (1999) foi constatada a
capacidade de preservacdo de progenitores hematopoiéticos em cultura em suspensio

pela lectina da Dolichos lablab.

Num experimento realizado por Guarani et al. (2007) verificou-se que ao utilizar
lectinas das sementes de Dolichos lablab associada a um inibidor de proteinase, um
efeito sinérgico dessas proteinas é observado causando reducdo de peso e mortalidade
em larvas de Anagasta kuehniella, inseto patégeno de produtos agricolas, sugerindo

assim uma nova perspectiva para o uso biotecnolégico dessas proteinas.

Figura 4. Dolichos lablab. Foto: Jack Scheper.

Mimosa sp. apresentou atividade hemaglutinante para eritrécitos A+ em Tris-HCI
0,1 M pH 7,6, ap6s 2h do teste. Bezerra et al. (2008) descreveu em trabalho de
purificacdo parcial a atividade hemaglutinante para espécie do mesmo género Mimosa,
que apresentou aglutinagdo para eritrécitos de coelho sem tratamento em Glicina 0,1 M
pH 2,6. Feitosa et al. (2015) realizou um estudo onde a espécie Mimosa tenuiflora

apresentou atividade hemaglutinante para eritrocitos humanos tipo A.
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Figura 5. Mimosa pudica espécie do mesmo gé€nero usado nos testes. Foto: Getty images.

Bauhinia pulchella ou pata-de-vaca apresentou atividade para eritrcitos de
coelho tripsinado em Tris-HCI 0,1 M pH 7,6 e Glicina 0,1 M pH 9,0 e eritrécitos de
coelho papainado em Tris-HC1 0,1 M pH 7,6 e Glicina 0,1 M pH 9,0 apés 2h do teste.

As espécies do gé€nero Bauhinia sdo amplamente estudadas pela sua forte
atividade hemaglutinante. O género Bauhinia esté inserido na familia Fabaceae, familia
mais estudada de lectinas de plantas. As espécies de Bauhinia destacam-se pelas suas
propriedades bioldgicas, entre elas algumas apresentam atividade citotdxica,
antioxidante e antitumoral (PETTIT et al., 2006; KUMAR et al., 2005). Para a espécie
B. pulchella ainda ndo hé na literatura nenhum estudo descrito com resultados positivos

para a atividade hemaglutinante além deste.

Figura 6. Bauhinia pulchella vulgarmente conhecida como pata-de-vaca. Foto: Raissa Costa.
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Caesalpinia sp. aglutinou eritrdcitos de coelho tratado com tripsina em Glicina
0,1 M pH 9,0 ap6s 12h do teste. De acordo com Ximenes (2009) o género Caesalpinia
aglutina eritrécitos de humanos, galinha, coelho e rato, a espécie do género Caesalpinia
utilizada neste projeto foi testada com eritrécitos humano e de coelho, apresentando
atividade hemaglutinante somente para eritrécitos de coelho tratado com tripsina. Neste
mesmo estudo € afirmado o potencial antimicrobiano das lectinas do género

Caesalpinia, onde o crescimento de bactérias gram-positivas ou negativas nao foi

observado em suas amostras.

Figura 7. Caesalpinia sp. Foto: Alef Matheus Galvio.

Stryphnodendron sp. apresentou atividade para eritrocitos de coelho tripsinado em

Tris-HCI1 0,1 M pH 7,6 ap6s 12h do teste.

Em estudo descrito sobre lectinas do género Stryphnodendron, a lectina
apresentou cardter antibacteriano tendo bons indices de concentragdo minima inibitoria
para as cepas gram-negativas (MELO et al., 2013). Segundo Sharon & Lis (1990) elas
inibem estas bactérias em funcdo da presenca da N-acetilglicosamina na camada de
peptidioglicanos destas. Uma vez ligados a lectina, os peptidioglicanos ndo mais
auxiliam na sua alimentac¢do, afetando seu crescimento e desenvolvimento. Além disso,
a presenca de metabdlitos secunddrios importantes nos extratos reforca a acdo
bactericida.

Melo et al. (2014) realizaram testes hemaglutinantes com extratos do género

Stryphnodendron, onde obtiveram aglutinacdo em todos os tipos sanguineos do sistema
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ABO e também eritrécitos de coelho, apesar de apresentar o mesmo género do estudo
descrito por Melo et al. a espécie testada neste presente estudo apresentou aglutinagdo
somente para eritrécitos de coelho com tratamento em tripsina, tendo sido testada
também com eritrocitos humanos ABO e eritrocitos de coelho normal e tratado com

papaina.

Na atividade inseticida, Melo et al. (2014) concluiu que nenhuma das amostras de
lectinas do género Stryphnodendron utilizadas para teste induziu mortalidade expressiva
contra Sitophilus zeamais, inseto que ataca produtos agricolas, como o milho,
inviabilizando seu uso no combate destes. Enquanto, Oliveira (2011) constatou a
eficiéncia inseticida do género Stryphnodendron para cupins induzindo-os a mortalidade
e verificou por método cromatografico para a presenca de metabdlitos secundarios

tracos de taninos.

I\ES 4 — —_ 8\

Figura 8. Stryphnodendron adstringens, conhecido como barbatimao-verdadeiro, espécie do mesmo género
usado nos testes. Foto: Eurico Zimbres.

Parkia sp. apresentou atividade para eritrécitos de coelho nativos e tratados com
tripsina e papaina, em Glicina 0,1 M pH 2,6, Tris-HCI 0,1 M pH 7,6 e Glicina 0,1 M pH
9,0 apds 2h do teste. Esses resultados s@o de acordo com o trabalho de Grangeiro et al.
(1990), onde estudos preliminares de sementes de Parkia também aglutinaram somente

eritrocitos de coelho.

O género Parkia € um dos mais citados na literatura de lectinas, Suvachittanont &
Jaranchavanapet (2000) descreveram o efeito mitogénico de lectinas do género Parkia,
onde as lectinas aumentaram a incorporacdo de 3H timidina no DNA de linfécitos
humanos. A atividade mitogénica da lectina é compardvel a dos mitogenios de células T

conhecidos, tais como concanavalina A, fito-hemaglutinina e mitogénio de pokeweed.
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A lectina do género Parkia mostra semelhanca de sequéncia com genes de defesa
estrogénicos e patogénicos de vdrias plantas diferentes, sugerindo uma ancestralidade
comum para lectinas relacionadas a jacalina e proteinas de defesa induziveis. (MANN et

al.,2001).

Silva (2013) afirma em seus estudos que a lectina de Parkia biglobosa exibe

N

oyt B

Figura 9. Arvore de Parkia biglobosa, espécie do mesmo género usado nos testes Foto: Vitellaria.

Dimorphandra gardneriana apresentou atividade para eritrécitos de coelho
tripsinado em Tris-HCI 0,1 M pH 7,6 e Glicina 0,1 M pH 9,0 apés 2h do teste. Os
resultados encontrados pelo presente estudo para a atividade hemaglutinante de espécies
do género Dimorphandra corrobora com outros dois trabalhos publicados que também
apresentaram aglutinacdo para eritrocitos de coelho. (FERNANDES et al., 2011;
FERNANDES, 2012).

Figura 10. Vagens de Dimorphandra gardneriana. Foto: Mauricio Mercadante.
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Ormosia arborea, vulgarmente conhecida como olho-de-cabra ou olho-de-boi,
apresentou atividade para eritrécitos de coelho tripsinado em Tris-HCI 0,1 M pH 7,6
ap6s 12h do teste. Fernandes et al. (2011) realizaram testes hemaglutinantes para o

género Ormosia e obteve aglutinacdo para eritrdcitos de rato.

Figura 11. Sementes de Ormosia arbérea. Foto: Marquinhos A.

Vatairea macrocarpa (VML) apresentou atividade para eritrécitos de coelho
nativos e tratados com tripsina e papaina, eritrécitos humanos A+, B+, O+ e O-, todos
em Glicina 0,1 M pH 2.6, Tris-HCI1 0,1 M pH 7,6 e Glicina 0,1 M pH 9,0 apés 2h do

teste.

A Vatairea macrocarpa € referéncia nos estudos de lectina. Diversos trabalhos

tém sido desenvolvidos utilizando a Vatairea macrocarpa como objeto de estudo.

As lectinas de leguminosas sdo o grupo mais estudado de lectinas e tém sido
amplamente ligadas a muitos processos patoldgicos. Os resultados experimentais e
andlise comparativa mostram que lectina de semente recombinante de Vatairea
macrocarpa (tVML) é como uma ferramenta promissora para a investigacdo do cancro,
capaz de se ligar com alta afinidade especificos associados a tumores associados,

altamente estdvel e facilmente produzido. (SOUSA et al.,2016)

De acordo com Sousa et al. (2015) além dos efeitos bioldgicos especificos da
VML, as semelhancas estruturais e de ligacdo entre ela e outras lectinas comumente
usadas como marcadores histoquimicos sugerem fortemente a VML como uma

ferramenta candidata para a pesquisa de cancer.
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Em um estudo desenvolvido por Alencar (2007) foi investigado quais mediadores
inflamatdrios seriam libertados de células ativadas por lectinas de VML, neste trabalho
sugere-se que a migracdo de neutréfilos induzida por lectinas de VML ocorre através da
libertagdo de citocinas tais como as de fatores de necrose tumoral (TNF-a) por
macréfagos. Deste modo, esta lectina pode representar uma ferramenta importante para
compreender melhor situagdes patologicas em que um excesso de leucdcitos em sitios

inflamatoérios causa lesdo tecidular.

al

Figura 12. Vatairea macrocarpa. Foto: Rede de sementes do Xingu.

As espécies utilizadas que ndo apresentaram atividade hemaglutinante foram:
Leucaena leucocephala, Delonix sp., Senna sp., Serjania sp., Clitorea sp.. As espécies
foram testadas em eritrécitos de coelho nativos e tratados com enzima tripsina e
papaina, eritrocitos humano A+, B+ e O-. A Serjania sp. foi testada com eritrécitos

humanos O+ também.

As espécies testadas do género Albizia sp. apresentaram hemolise em todos os
testes realizados, a espécie foi testada em eritrécitos de coelho nativos e tratados com

enzima tripsina e papaina e eritrécitos humano O-.
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Tabela 1. Espécies utilizadas nos testes, eritrocitos com os quais apresentaram atividade hemaglutinante,
tampdo de extragdo em que proteina apresentou atividade hemaglutinante e tempo que a atividade
hemaglutinante foi observada apds o teste.

Espécie Eritrécitos Tampao Tempo
Macroptilium lathyroides ~ Coelho tripsinado Glicina 0,1 M pH 2,6 2h
Senna obtusifolia Coelho sem tratamento  Glicina 0,1 M pH 2,6 2h
Coelho sem tratamento
Coelho tripsinado
Dolichos lablab Coelho papainado Tris-HC10,1 M pH 7,6  2h
A+
B+
O-
Mimosa sp. A+ Tris-HC10,1 MpH 7,6  2h
Bauhinia pulchella Coelho tripsinado Tris-HC10,1 MpH 7,6 2h
Coelho papainado Glicina 0,1 M pH 9,0
Caesalpinia sp. Coelho tripsinado Glicina 0,1 M pH 9,0 12h
Stryphnodendron sp. Coelho tripsinado Tris-HC10,1 MpH 7,6  12h
Coelho sem tratamento  Glicina 0,1 M pH 2,6
Parkia sp. Coelho tripsinado Tris-HC10,1 MpH 7,6 2h
Coelho papainado Glicina 0,1 M pH 9,0
Dimorphandra Coelho tripsinado Tris-HC10,1 MpH 7,6 2h
gardneriana Glicina 0,1 M pH 9,0
Ormosia arborea Coelho tripsinado Tris-HC10,1 MpH 7,6  12h
Coelho sem tratamento
Coelho tripsinado
Coelho papainado Glicina 0,1 M pH 2,6
Vatairea macrocarpa A+ Tris-HC10,1 MpH 7,6  2h
B+ Glicina 0,1 M pH 9,0
O+
O-

5.2 TITULO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Com os resultados das amostras de Bauhinia pulchella e Dimorphandra

gardneriana foi determinado o titulo da atividade hemaglutinante, onde as amostras
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foram diluidas em pogos serialmente com o intuito de determinar qual a menor

quantidade de amostra suficiente para apresentar a aglutinagdo nos eritrécitos.

Para a Bauhinia pulchella que aglutinou com eritrdcitos de coelho tripsinado em
Tris-HCI1 pH 7,6 o resultado foi 2°(32 U. H/ mL) e em Glicina pH 9,0 o resultado foi
2° (512 U. H./ mL) e para a atividade hemaglutinante com eritrécitos de coelho tratado
com papaina em Tris-HCI pH 7,6 o resultado foi 2° (64 U. H./ mL) e em Glicina pH 9,0
o resultado foi 2'! (2.048 U. H./ mL).

Dimorphandra gardneriana apresentou resultados menos satisfatérios, o titulo da
atividade para eritrécitos de coelho tratados com tripsina em Tris-HCI pH 7,6 e Glicina
pH 9,0 foi de 2* (8 U. H/ mL). Fernandes (2012) calculou o titulo da atividade
hemaglutinante da espécie Dimorphandra caudata que apresentou resultado de 2* ou 16
U. H./mL, resultado semelhante ao apresentado neste trabalho, ambas as espécies

apresentam um baixo titulo de atividade hemaglutinante.

5.3. INIBICAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Os testes de especificidade por carboidratos realizados para as amostras de
Bauhinia pulchella e Dimorphandra gardneriana, apresentaram resultados semelhantes,
ambas tiveram a atividade hemaglutinante inibida pelos aguicares galactose, a-Lactose e
B-Lactose. Num estudo realizado por Oliveira (2006) a galactose também inibiu a
atividade hemaglutinante em espécie testada do género Bauhinia. De acordo com
Ambrosi et al. (2005) lectinas que possuem especificidade para galactose ndo sdo
capazes de se ligar 2 manose ou glicose, sendo assim, esses dados corroboram com essa
afirmativa. Fernandes (2012) realizou testes de especificidade a carboidratos em espécie
do género Dimorphandra, onde a atividade hemaglutinante foi inibida somente por

lactose e ndo por galactose.

5.4. EFICIENCIA TAMPONAR

A eficiéncia tamponar foi medida de acordo com a quantidade de resultados
positivos para a atividade hemaglutinante em extratos de proteina com cada solugao-
tampao. As solugdes-tampao utilizadas para extrair as proteinas foram Glicina 0,1 M pH
2,6, Tris-HC1 0,1 M pH 7,6 e Glicina 0,1 M pH 9,0. Conforme representado no gréifico

1, a solucdo-tampao com melhor eficiéncia foi Tris-HCl 0,1 M pH 7,6, tendo 8
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resultados positivos de atividade hemaglutinante para as amostras proteicas extraidas

com esse tampao.

Eficiéncia Tamponar

wn
)
'S 10
o)
2 8
2 6
3 I—
= 4
o
= 2 —
S |
S5 0
o Glicina 0,1 M pH 2,6 Tris-HC1 0,1 M pH 7,6 Glicina 0,1 M pH 9,0
B Sim = Nao

Graficol. Eficiéncia tamponar. Os tampdes foram utilizados para a extragdo da proteina das
amostras que foram usadas no teste da atividade hemaglutinante e avaliados de acordo com os
resultados positivos para a aglutinagdo de eritrécitos. Eixo Y: quantidade de espécies e no Eixo X:
tampdes de extragao.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, concluiu-se que das leguminosas utilizadas para
teste de atividade hemaglutinante, as espécies Macroptilium lathyroides, Senna
obtusifolia, Dolichos lablab, Mimosa sp., Bauhinia pulchella, Caesalpinia sp.,
Stryphnodendron sp., Parkia sp., Dimorphandra gardneriana, Ormosia arborea e
Vatairea macrocarpa apresentaram resultados positivos satisfatérios. As espécies que
aglutinaram com maior variedade de eritrdcitos foram Vatairea macrocarpa e Dolichos
lablab, ambas apresentaram atividade com eritrécitos de coelho normal e tratado com
tripsina e papaina, eritrécitos de sangue humano A+, B+ e O-. A Vatairea macrocarpa,

especificamente, também aglutinou com eritrécitos de sangue humano O+.

A Bauhinia pulchella apresentou titulo de atividade hemaglutinante 23 (32 U. H./
mL) e 2° (512 U. H./ mL) para aglutinacdo em eritrécitos de coelho tripsinado em Tris-
HCI pH 7,6 e Glicina pH 9,0, respectivamente, e 26(64 U. H/ mL) e 2'' (2.048 U. H./
mL) para eritrécitos de coelho papainado em Tris-HCl pH 7,6 e em Glicina pH 9,0,
respectivamente. A Dimorphandra gardneriana apresentou o titulo de 2 (8 U. H./ mL)

para eritrdcitos de coelho tratados com tripsina em Tris-HCI pH 7,6 e Glicina pH 9,0.

Bauhinia pulchella e Dimorphandra gardneriana, apresentaram resultados da

atividade hemaglutinante inibida pelos agticares galactose, a-Lactose e f-Lactose.

A solugdo-tampao Tris-HC1 0,1 M pH 7,6 apresentou maior efici€éncia tamponar,
sendo o tampao que mais apresentou resultados positivos de atividade hemaglutinante

para as amostras proteicas extraidas.
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