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RESUMO

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune que apresentam pelo menos um
dominio ndo catalitico que reconhecem e liga-se de maneira reversivel as moléculas
especificas de carboidratos e possuem habilidade de aglutinacdo de células animais e/ou
células vegetais e acdo de precipitar glicoconjugados. Sdo amplamente distribuidas na
natureza, estando presente em sua maioria na familia Leguminosae, no qual uma variedade de
lectinas deste grupo ja foram isoladas e caracterizadas. Este estudo possibilitou identificar a
presenca de uma lectina em sementes de B. pulchella pertencente & familia Leguminosae,
subfamilia Caesalpinioideae. Das extracdes obtidas em diferentes valores de pH, a lectina
apresentou a melhor solugdo tampdo de extracdo protéica foi o TRIS HCI 0,1M pH 7,6, pois
no extrato bruto preparado observou-se uma maior atividade hemaglutinante. Nos ensaios de
hemaglutinacdo, observou-se que a lectina aglutinou fortemente eritrocitos de coelho tratados
com papaina e tripsina apos uma 1 h de incubacdo a 37 °C. Apos 12 h de incubacéo, detectou-
se que a lectina aglutinou fracamente eritrocitos humano do tipo B e O. Nos ensaios de
inibicdo da atividade hemaglutinante, a lectina mostrou especificidade por Galactose, -
lactose e a-lactose, apresentando maior especificidade de ligagdo por B-lactose.

Palavras-chave: Pata de vaca. Lectina de sementes. Caracterizacdo parcial. Leguminosae.



ABSTRACT

Lectins are proteins or glycoproteins of non-immune origin that have at least one non-
catalytic domain that recognize and bind reversibly to specific carbohydrate molecules and
have agglutination ability of animal cells and/or plant cells and the action of precipitating
glycoconjugates. They are widely distributed in nature, being mostly present in the
Leguminosae family, in which a variety of lectins from this group have already been isolated
and characterized. This study allowed to identify the presence of a lectin in seeds of B.
pulchella belonging to the family Leguminosae, subfamily Caesalpinioideae. From the
extractions obtained at different pH values, the lectin presented the best solution of the protein
extraction buffer was TRIS HCI 0.1M pH 7.6, because in the prepared crude extract a greater
hemagglutinating activity was observed. In the haemagglutination assays, it was observed that
the lectin was strongly agglutinated papain and trypsin-treated rabbit erythrocytes after a 1 h
incubation at 37 °C. After 12 h incubation, the lectin was detected to poorly agglutinate
human B and O type erythrocytes. In the hemagglutinin inhibition assays, lectin showed
specificity for Galactose, B-lactose and a-lactose, exhibiting increased binding specificity for
B-lactose.

Keywords: Pata de vaca. Lectin of seeds. Partial characterization. Leguminosae.
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1. INTRODUCAO

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imunoldgica que
apresentam pelo menos um dominio ndo catalitico. Estas reconhecem e ligam-se de maneira
reversivel as moléculas especificas de carboidratos, caracteristica bastante peculiar em relacao
aos outros tipos de proteinas, e possuem habilidade de aglutinacdo de células animais e/ou
células vegetais, bem como acédo de precipitar glicoconjugados (LANNOO & VAN DAMME,
2010; LIS & SHARON, 1998; PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Estas proteinas de plantas se diferenciam das outras proteinas por apresentarem a
capacidade de reconhecer e ligar-se a carboidratos especificos como uma habilidade funcional
bem definida, sendo assim, considerado um grupo heterogéneo de proteinas por disporem de
propriedades bioquimicas, atividades bioldgicas, especificidades e estruturas moleculares
consideravelmente distintas (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Uma variedade de fungdes tem sido atribuida as lectinas, como a protecdo contra
patdgenos, o armazenamento e transporte de moléculas, reconhecimento celular, reguladores
de crescimento (PUSZTAI, 1991) desempenhando, portanto, um papel fundamental em
muitos processos bioldgicos, tais como: resposta imunologica, fertilizacdo e metéstases
tumorais (GABIUS; GABIUS, 1997).

As lectinas, atualmente, tém apresentado varias aplicabilidades em muitos estudos
cientificos, abrangendo aplicacfes na farmacologia, medicina e agricultura. Logo, séo vistas
como ferramentas fundamentais para areas de ambito biotecnolégico devido, as mais diversas
propriedades bioldgicas que estas proteinas apresentam, como: atividade antiinflamatéria e
pré-inflamatoéria (FREIRE et al., 2003; BENJAMIN et al., 1997; ASSREUY et al., 1997),
efeito vasodilatador (ASSREUY et al., 2009), inducdo do processo de apoptose celular
(BARBOSA et al., 2001) e atividade inseticida (MACEDO et al., 2007; BENETEAU et al.,
2010).

Encontram-se amplamente distribuidas na natureza, podendo ser observadas em
seres unicelulares (IMBERT et al., 2004), animais (MOURA et al., 2006) e vegetais (LEITE
et al., 2005). Nos vegetais, as lectinas podem ser encontradas em algas (LIMA et al., 2005),
musgos (MOLINA & VINCENTE, 1995), angiospermas (WONG & NG, 2005; KAUR et al.,
2005) e gimnospermas (HAN et al., 2005).
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Em vegetais, estas lectinas sdo geralmente extraidas e isoladas a partir das
sementes (FERNANDES et al., 2011), raizes (SOUZA et al., 2011), folhas (SILVA et al.,
2010), cerne (SA et al., 2008) e tubérculos (KAUR et al., 2006). Em leguminosas, estas
proteinas estdo, na sua maioria, em tecidos cotiledonares (PUSZTAI, 1991).

Através de sua interagdo com glicoconjugados de células, as lectinas promovem a
formacéo de ligacdes de hidrogénio e interacbes de van der Waals com ceélulas adjacentes,
provocando a aglutinacdo dos mesmos (PEUMANS & VAN DAMME, 1995). Tendo em
vista esta propriedade peculiar das lectinas, a mesma pode servir como ferramenta para
identificar a sua presenca em vegetais, por meio da aglutinacdo de hemacias. Além disso,
através de ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinante é possivel identificar o carboidrato

no qual a lectina tem especificidade ao reconhecer e ligar-se a ele (RAMOS et al., 2002).

1.1. Aspectos historicos

Os primeiros relatos sobre os estudos das lectinas vegetais datam de 1888 quando
Hermann Stillmark descreveu a primeira lectina que aglutinava eritrdcitos através de estudos
realizados com sementes de Ricinus communis (Ricina), no qual ele extraiu e isolou a partir
de extratos vegetais, amostras proteicas desta semente, que apresentava um grau de toxicidade
relativamente alto. Esta descoberta, por sua vez, foi um grande marco na biologia e
bioquimica de vegetais, pois a ricina foi a primeira proteina de origem vegetal que
possibilitou determinar uma atividade biolégica (PEUMANS & VAN DAMME, 1998;
SHARON & LIS, 2004).

A partir de entdo, uma diversidade de lectinas vegetais foram isoladas e
diferenciadas de acordo com sua especificidade a acUcares, caracteristicas bioquimicas,
estruturas moleculares e atividades bioldgicas. Segundo Van Damme e colaboradores (1998),
outras sementes das espécies Croton tiglium (crotina), Abrus precatorius (abrina) e em cascas
de Robinia pseudoacacia (robina) apresentavam substancias tdxicas semelhantes a da ricina
(KENNEDY et al., 1995).

Até o momento, considerava-se que a toxicidade seria uma propriedade peculiar
das lectinas isoladas. Entretanto, esta ideia foi abandonada no século XX, quando Ladsteiner e
Raubitscheck (1907) pela primeira vez relataram a presenca de lectinas sem toxicidade em

sementes de leguminosas da espéecie Phaseolus vulgaris (feijdo), Pisum sativum (ervilha),
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Vicia sativa e Lens culinaris (lentilha). Posterior a estes relatos, uma diversidade de lectinas
vegetais ndo toxicas foram descritas (VAN DAMME et al., 1998).

Outro grande marco sobre o estudo de lectinas vegetais ocorreu quando Renkonen
(1948) e Boyd & Reguera (1949) descreveram algumas lectinas que apresentavam preferéncia
em aglutinar eritrocitos do sistema ABO. Foi este relato sobre a especificidade destas
proteinas por grupos sanguineos, que lhes deram o termo “lectina” que vem do latim “legere”
= “selecionar”, pois anteriormente, eram chamadas de hemaglutininas (VAN DAMME et al.,
1998; SHARON & LIS, 2004).

Em meados de 1919, a lectina das sementes de Canavalia ensiformes foi isolada
através de técnicas de cristalizacdo realizadas por James Summer, que conseguiu obter a
primeira lectina pura denominada de concanavalina A (ConA). Estudos posteriores realizados
por Summer e Howell (1936) demonstraram que a ConA também aglutinava eritrocitos e
precipitava glicoconjugados. Além disso, relataram que a atividade hemaglutinante desta
lectina era inibida por sacarose, demonstrando os primeiros estudos sobre a especificidade
destas proteinas por carboidratos. Porém, apenas em 1952 através de estudos realizados por
Watkins & Morgan foi possivel mostrar que estas propriedades de aglutinacéo de eritrdcitos
das lectinas estavam diretamente relacionadas com a atividade especifica de ligacdo a
acucares (SHARON & LIS, 2004).

Outro marco ocorreu em 1960, quando Petter C. Nowell relatou que a lectina de
Phaseolus vulgaris L. apresentava atividade mitogénica sobre os linfocitos, sendo assim, uma
descoberta importante na imunologia, pois até 0 momento compreendia-se que estas células
ndo eram capazes de se dividirem e se diferenciarem em outros tipos de células (SHARON &
LIS, 2004). Em estudos anteriores, ja havia sido demonstrado também, que as lectinas de

abrina e a crotina possuiam acao antigénica (KENNEDY et al., 1995).

Recentemente, as lectinas de plantas estdo sendo amplamente utilizadas como
ferramentas biotecnolégicas essenciais para os estudos cientificos, tendo em vista relatos que
comprovam cada vez mais a eficiéncia dos papeis importantes desempenhados por estas
proteinas, nas quais suas fungdes biologicas estdo ligadas diretamente com suas propriedades
estruturais diferenciadas e sua habilidade intrinseca em reconhecer e ligar-se especificamente

a carboidratos.
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1.2. Caracteristicas gerais das lectinas de plantas

Lectinas sdo consideradas um grupo heterogéneo de proteinas vegetais que se
distinguem em suas estruturas, entre os sitios de ligacdo a carboidratos, organizacdo
molecular ¢ no tamanho (CAMACHO, 2007). Sdo constituidas por cadeias ricas em
aminoacidos e hidroxilas estando associadas por pontes de hidrogénio, algumas por pontes
dissulfetos e por interacdes hidrofobicas (KENNEDY et al., 1995; RUDIGER & GABUIS,
1993).

Geralmente, grande parte das lectinas de plantas é obtida de sementes,
principalmente de espécies pertencentes a familia das leguminosas. Estas proteinas
representam cerca de 10% das proteinas totais que constitui as sementes, em contrapartida, ao
serem extraidas e isoladas, sua quantidade é relativamente pequena chegando a variar entre
0,1 — 1% do total de proteinas lectinicas (LORIS, 2002; SHARON & LIS, 2004).

Sdo amplamente distribuidas no reino vegetal e constituindo principalmente as
familias Leguminosae, Algae, Euphorbiaceae, Gramineae, dentre outras. A familia
Leguminosae compreende a maior parte de lectinas extraidas e isoladas, principalmente, as de
sementes (SHARON, 1993; LORIS et al., 1998), visto que, também sdo encontradas em
outros tecidos vegetais, tais como folhas (RATANAPO et al., 2001), raizes (PEUMANS et
al., 1997; VAN DAMME et al., 1997), tubérculos (SUSEELAN et al., 2002) e frutos
(SAMPIETRO et al., 2001).

1.3. Classificagéo estrutural das lectinas de plantas

As lectinas vegetais sdo classificadas considerando suas habilidades de
reconhecimento e especificidade de ligacdo de maneira reversivel aos carboidratos e seus
aspectos estruturais, logo, sdo divididos em: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e
superlectinas (VAN DAMME et al., 1998) (Figura 1).

1.3.1. Merolectinas

Sdo lectinas que contém apenas um dominio ligante a carboidrato, sendo
incapazes de aglutinar eritrécitos ou precipitar glicoconjugados, visto que, sdo monovalentes.
Exemplo: Hevea brasiliensis (VAN PARIJS et al, 1991).
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1.3.2. Hololectinas

Sdo proteinas que possuem dois ou mais dominios que interagem com
carboidratos iguais ou similares. Podendo ser divalentes ou multivalentes tém a capacidade de
aglutinar celular e precipitar glicoconjugados. Exemplo: Maioria das lectinas compreende esta
classe, entre elas, as espécies da subtribo Diocleinae (CAVADA et al.,2001).

1.3.3. Superlectinas

E considerada uma classe de hololectinas que possuem, no minimo, dois dominios
ligantes a carboidratos. Entretanto, estes dominios diferentes das hololectinas, ndo sao iguais e
nem similares resultando no reconhecimento de carboidratos diferentes em sua estrutura.
Exemplo: lectina do bulbo de tulipa que apresentam dois dominios de ligacdo a acgucar, a
manose e N-acetilgalactosamina (VAN DAMME et al., 1996).

1.3.4. Quimerolectinas

Proteinas com um dominio ligante a carboidrato que esta associado a outro
dominio catalitico ou atividade bioldgica distinta atuando independente do dominio de ligacdo
de acucares. De acordo com o nimero de dominios ligantes de carboidratos, esta classe de
lectinas pode ser considerada como merolecinas ou hololectinas. Exemplo: Ricina
(PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

De acordo com as afinidades estruturais e caracteristicas evolutivas das lectinas
vegetais, podem ser classificadas em sete familias, sdo elas: lectinas ligantes a quitina
compostas de dominios de heveina, proteinas inativadoras de ribossomos tipo Il (RIP -2),
lectinas relacionadas a jacalina, lectinas de leguminosas, lectinas de monocotiled6neas ligante
de manose, lectinas de Amaranthaceae e lectina de Cucurbitaceae (VAN DAMME et al.,
2004).
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Merolectina Hololectina Quimerolectina

Heveina ConBr PPL-2
>
Superlectina @ = Sitios de ligacdo a carboidratos

‘ > = Sitio catalitico
]

Figura 1. Classificacdo estrutural das lectinas de plantas. Esquematizacdo de Merolectinas
(Heveina); Hololectinas (ConBr); Quimerolectinas (PPL-2) e Superlectinas, estas UGltimas ndo
possuem estrutura tridimensional ilustrada na literatura. Adaptado de Peumans & Van Damme,
1999.

1.4. Lectinas de leguminosas

Atualmente, uma variedade de lectinas vegetais ja foram isoladas e caracterizadas,
principalmente lectinas que sdo encontradas exclusivamente em sementes de espécies que
pertencem a familia Leguminosae (SHARON & LIS, 1990; VAN DAMME et al., 1998).

A familia Leguminosae é um dos principais grupos de angiospermas com
aproximadamente 20.000 espécies de plantas. Apresenta trés subfamilias muito distintas
(Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae), 36 tribos e aproximadamente 727 géneros
(MOURAO; KARAM; SILVA, 2011). No Brasil, é considerada uma das mais diversas e
abundantes familias de plantas superiores (LEWIS et al., 2005), abrangendo cerca de 212
géneros e 2.729 espécies estando presente em todos os biomas brasileiros (LIMA et al., 2014)
além de possuir uma grande importancia econdémica, principalmente no setor farmacoldgico,
medicinal, industrial, entre outros (MOURAQO; KARAM; SILVA, 2011).
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A maioria das lectinas de leguminosas s&o glicoproteinas, sendo bastante distintas
em relacdo a sua especificidade de ligacdo a carboidratos, em suas funcbes e atividades
bioldgicas, entretanto apresentam um alto grau de similaridade estrutural. S&o estruturalmente
constituidas por uma Unica cadeia polipeptidica com aproximadamente 250 aminoéacidos,
podendo ser compostas por duas ou quatro subunidades, idénticas ou pouco diferentes, com
pesos moleculares que variam de 25 a 30 kDa. As subunidades interagem por meio de
ligaces ndo covalentes, tais como: pontes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e
eletrostaticas (SHARON & LIS, 1990; SHARON & LIS, 2002).

Em suas subunidades, estas lectinas apresentam os fons Ca** e Mn*" que sdo
essenciais para a atividade de ligacdo ao carboidrato, ou seja, estes ions além de estabilizarem
0 dominio de ligacdo ao carboidrato, também fixam as posi¢cbes dos aminoacidos que
interagem com os carboidratos ligantes sem alterar a estrutura dos mesmos (WEIS &
DRICKAMER, 1996).

1.5. Lectinas da subfamilia Caesalpinioideae

As lectinas de leguminosas s@o as mais estudadas atualmente entre as lectinas
vegetais. Dentre as subfamilias, a Caesalpinioideae é um grupo parafilético das principais
filogenias inseridas na familia das leguminosas (DOYLE et al., 2000). Um grande nimero de
lectinas da familia Leguminosae ja foram isoladas e caracterizadas, porém, as proteinas
lectinicas da subfamilia Caesalpinoideae ainda estdo entre as poucas estudadas (SILVA et al.,
2014).

Esta subfamilia é constituida de aproximadamente 163 géneros e 2.250 espécies,
presentes em regides tropicais e subtropicais, principalmente na América do Sul, Africa e
Asia (LEWIS et al., 2005). No Brasil, correspondem aproximadamente a 53 géneros e 733
espécies que ja foram catalogadas (LIMA et al., 2014). Na literatura, a Caesalpinioideae esta
dividida em quatro tribos: Caesalpinieae, Cassieae, Cercideae e Detarieae (LEWIS et al.,
2005). Desta, a tribo Cercideae é considerada a mais distinta, tendo em vista que, o taxon com
0 maior nimero de lectinas isoladas e caracterizadas bioquimicamente pertencem ao género
Bauhinia L. (SILVA et al., 2014).
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1.6. Consideragdes gerais sobre o género Bauhinia

O g@énero Bauhinia pertence a familia Leguminosae, estando inserida na
subfamilia Caesalpinioideae (DOYLE et al., 2000). Este género que compreende a tribo
Cercideae, é considerado o maior desta, sendo composto por arvores e arbustos de
distribuicdo pantropical, apresenta cerca de 310 espécies organizadas em 22 secOes e 30 séries
(VAZ & TOZZI, 2005). No Brasil, sdo encontradas aproximadamente 98 espécies nativas
desse taxon e devido a forma de suas folhas, é conhecido popularmente como Pata-de-vaca
(CECHINEL FILHO, 2009; VAZ, 2001).

Além disso, as folhas, caules e raizes das plantas desse género, sdo comumente
utilizados na preparacao de chas e demais solucdes fitoterapicas para o tratamento de diversas
patologias, pois possuem em suas estruturas propriedades antibacterianas, antidiabeticas, entre
outras (CECHINEL FILHO, 2000; SILVA & CECHINEL FILHO, 2002).

Atualmente, o interesse em estudar lectinas das espécies do género Bauhinia tem
sido cada vez maior, uma vez que, 0s primeiros estudos com este género tém aprovado as suas
propriedades terapéuticas que ja foram relatadas. No Brasil, as espécies mais estudadas
fitoquimicamente sdo: B. forficata, B. purpurea, B. splendens, B. candicans, B. manca e B.
uruguayensis, pois uma variedade de composto de interesse medicinal ja foram isolados e
identificados de folhas e sementes destas especies, tais como as lactonas, flavonoides,
esteroides, taninos, quinonas (SILVA & CECHINEL FILHO, 2002). Embora, ainda ndo ha
relatos na literatura relacionados as lectinas da espécie B. pulchella (figura 2) abordada no

presente estudo.

Ademais, algumas espécies tém demonstrado atividades biologicas importantes,
por exemplo, a lectina das sementes de B. ungulata possui atividade antifingica contra
espécies fitopatogénicas (SILVA et al., 2014). Ja a lectina de B. forficata é atualmente a Gnica
lectina desse género que apresenta propriedades anticoagulantes e inibe a agregacdo de
plaquetas (SILVA et al., 2012). Portanto, estas e outras propriedades que estas lectinas
vegetais apresentam sdo consideradas ferramentas relevantes para aplicagdes terapéuticas e

biotecnoldgicas.
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Figura 2. Fotos de Bauhinia pulchella Benth. (A) Sementes (B) Exsicata.
Fonte: FERREIRA, N. M.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo extrair e caracterizar parcialmente a lectina de

sementes de Bauhinia pulchella Benth.

2.2. Objetivos especificos

Extrair uma lectina de sementes de B. pulchella;
Determinar qual o melhor tampé&o para extragéo;
Determinar o titulo da atividade hemaglutinante;

Avaliar a interferéncia do tratamento proteolitico na atividade hemaglutinante nos

diferentes tipos de hemacias;

Caracterizar a lectina quanto a sua especificidade aos carboidratos;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparacéo da farinha

Para obtencdo da farinha, as sementes maduras de B. pulchella coletas no Centro
de Ciéncias Agrarias e Ambientais — UFMA localizado na cidade de Chapadinha — MA,
foram trituradas em moinho elétrico. Posteriormente, a farinha de textura fina foi armazenada

em frascos fechados para futura utilizacao.

3.2. Extracédo de proteinas

As proteinas presentes nas sementes de B. pulchella foram extraidas em trés tipos
de solucdes de tamponamento diferentes, sendo: tampéo 1: TRIS-HCI 0,1 M pH 7,6 contendo
NaCl 0,15 M; tampéo 2: Glicina 0,1 M pH 2,6 contendo NaCl 0,15 M e no tampéo 3: Glicina
0,1 M pH 9,0 contendo NaCl 0,15 M, na propor¢édo de 1:10 (m/v). Em seguida, a mistura foi
mantida sob constante agitagdo por 4 h a temperatura ambiente e centrifugada a 1.500 rpm
durante 5 min. Assim obteve-se um sobrenadante denominado de extrato bruto e um
precipitado que foi descartado. Posteriormente, foram reservadas amostras do sobrenadante
para serem utilizadas nos testes de atividade hemaglutinante e de inibicdo da atividade

hemaglutinante por especificidade a carboidratos.

3.3. Tratamento dos eritrocitos

As amostras de sangue humano dos tipos sanguineos A, B e O e de coelhos foram
coletadas no Centro de Hemoterapia e Hematologia do Maranhdo — HEMOMAR e no
Biotério do Laboratorio de Biologia Estrutural e Molecular, no Centro de Ciéncias Agrarias e
Ambientais da UFMA, respectivamente. As amostras foram lavadas adicionando-se solugéo
de NaCl 0,15 M e, em seguida, centrifugadas a 1.500 rpm durante 5 minutos, descartando o
sobrenadante. Esse procedimento foi realizado por nove vezes, ou até que o sobrenadante
restante da centrifugacdo se tornasse completamente limpido. Os eritrocitos obtidos desse
procedimento foram utilizados na preparacdo de eritrécitos normal a 3% e também, na

preparacdo de eritrocitos a 3% tratados com enzimas proteoliticas (papaina ou tripsina),
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sendo entdo, conservados e, posteriormente, utilizados nos testes de atividade hemaglutinante

e inibicdo da atividade por especificidade a carboidratos.

3.4. Atividade hemaglutinante

O teste de atividade hemaglutinante foi realizado nos extratos brutos seguindo o
método descrito por Moreira & Perrone (1977), utilizando-se os eritrécitos humanos a 3% (A,
B e O) e de coelho a 3% ambos tratados com papaina e tripsina.

Os testes foram feitos em triplicatas nas placas de microtitulagdo com pogos de
fundo V. Cada poco foi preenchido com 50 pL de solugédo TRIS-HCI 0,1 M contendo NacCl
0,15 M com pH 7,6. Em seguida, foi acrescentado 50 pL do extrato bruto, sendo este diluido
seriadamente, com homogeneizacdo e transferéncia de 50 pL para o préximo pogo até o
penultimo, e no Gltimo poco foram descartados os 50 L referentes a este poco, restando um
total de 100 pL de solucdo. Posterior as dilui¢fes, foram adicionados 50 pL de eritrdcitos a
3% (normal e tratados com enzimas). A placa foi mantida em incubacéo a 37 °C por 30 min e
em repouso por mais 30 min a temperatura ambiente.

Para calcular os titulos da atividade hemaglutinante foi utilizado a seguinte
equacdo: U.H. = 2"; onde “n” representa o niimero do wltimo pogo da diluicio que seria

possivel detectar a aglutinagdo dos eritrocitos e “U.H” = unidade hemaglutinante.

3.5. Especificidade por carboidratos

Os testes de inibicdo da atividade hemaglutinante por especificidade a
carboidratos foram realizados utilizando solu¢des de aglcares na concentracdo de 0,1 M
seguindo a adaptacdo do protocolo descrito por Ramos e colaboradores (1996). Os aclcares
utilizados neste procedimento foram: D-glicose, D-manose, D-galactose, a-Lactose, f-

Lactose, D-fucose, L-rhaminose, N-acetil glicosamina.

Os procedimentos foram realizados em triplicatas nas placas de microtitulacéo,
nos quais foram acrescentados em cada poco 50 puL de TRIS-HCI 0,1 M contendo NaCl 0,15
M em pH 7,6. Em seguida, foram adicionados 50 pL das solugdes de agucar em cada poco

correspondente a ele, sendo diluidos seriadamente até o ultimo pogo. Posteriormente,
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acrescentou-se 50 pL das amostras do extrato bruto das sementes em cada poc¢o até o ltimo,

incubando-os a 37 °C por 1 hora.

Decorrido o periodo de incubacéo, adicionou-se 50 uL de solucdo de eritrdcitos a
3% de humanos ou de coelho e incubou-se a 37 °C por mais 1 hora para que as proteinas
pudessem interagir com os agucares. Passado o tempo, realizou-se uma leitura para detectar se
houve ou ndo a inibicdo da atividade hemaglutinante. Os titulos da inibicdo da A.H foram
medidos em termos de U.l. (Unidade de Inibicdo) observando como a concentracdo de
proteinas restantes no ultimo po¢o de uma diluicdo seriada causaram a inibicdo da atividade

hemaglutinante.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo da atividade hemaglutinante

Na tentativa de identificar a presenca de lectina nas sementes de B. pulchella,
observou-se que a melhor solugdo tampdo de extracdo protéica foi o TRIS-HCI 0,1 M
contendo NaCl 0,15 M em pH 7,6, pois o extrato bruto preparado com esse tampéo
apresentou melhor atividade hemaglutinante. Esse resultado foi semelhante aqueles obtidos
para lectinas de B. cheilantha (CRUZ, 2015), B. variegata (PINTO et al., 2008) e B. ungulata
(SILVA et al., 2014) que apresentaram uma maior atividade hemaglutinante em solugéo
tampdo com valores de pH neutro (TRIS-HCI 0,1 M contendo NaCl 0,15 M em pH 7,6).

Em relacdo aos eritrocitos de coelho a 3% tratados com enzimas proteoliticas
(tripsina e papaina), apds 1 hora de incubacéo foi detectada visualmente no extrato bruto uma
rede de hemaécias nos pogos da placa de microtitulacdo, indicando maior eficiéncia da lectina
em aglutinar heméacias anteriormente tratadas com proteases, sendo que 0s eritrocitos tratados

com papaina mostraram fortemente uma maior aglutinacéo e titulo de A.H (Figura 3).

E importante ressaltar que o tratamento dos eritrocitos com as enzimas
proteoliticas (tripsina e papaina) torna a interagdo da lectina com o sitio de ligagdo mais
eficiente ocasionando um aumento no titulo da atividade hemaglutinante, visto que, estas
enzimas propiciam a clivagem das proteinas que possam impedir ou bloquear a ligacdo das
lectinas aos carboidratos presentes na superficie celular das hemacias (NAGANO et al.,
2002).

Eritrécitos de Coelho
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Figura 3. Gréfico da atividade hemaglutinante do extrato bruto de B. pulchella. Resultados dos testes
de hemaglutinacéo com eritrocitos de coelho tratados com tripsina (32 U.H.) e papaina (64 U.H.).
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Apds 12 horas de repouso em temperatura ambiente, os demais resultados nas
diferentes solucBes de tamponamento utilizadas para a extracdo da proteina mostraram que a
lectina de semente de B. pulchella aglutinou eritrécitos humanos de tipo sanguineo B e O,

entretanto, em solugéo tampdo com Glicina 0,1 M + NaCl 0,15 M em pH 9,0.

Quando interagem com glicoconjugados, no caso das hemacias, as lectinas
promovem a formacdo de ligagdes entre a superficie de células adjacentes através de pontes
de hidrogénio, interacdes hidrofobicas, entre outras, acarretando na aglutinacdo das mesmas
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995). Deste modo, esta caracteristica tipica das lectinas, foi

utilizada para a identificacéo da presenca da mesma em sementes de B. pulchella.

O termo aglutinacdo refere-se ao resultado da interacdo entre os aglcares existente
na superficie celular com os sitios de ligacdo para 0s mesmos presentes nas lectinas (SINGH
et al., 1999). Logo, através da atividade hemaglutinante do extrato bruto foi possivel detectar
claramente a ocorréncia de aglutinacdo de eritrocitos de coelho a 3% tratados com enzimas
proteoliticas (tripsina e papaina) apds duas horas de incubacdo. Além disso, foi possivel
observar fracamente a aglutinacdo de eritrocitos humanos do tipo B e O ap6s 12 horas de

incubacéo.

4.2. Estudo da inibicéo por especificidade a carboidratos

A determinacdo da especificidade por carboidratos foi realizada por meio da
inibicdo da atividade hemaglutinante, onde se observou que a lectina de sementes de B.
pulchella foi inibida por Galactose, a-Lactose e -Lactose, porém, ndo apresentando acao

inibitéria pelos demais agucares testados (Tabela 1).

Para os testes de inibicdo da atividade hemaglutinante foram utilizados eritrécitos
de coelho a 3% tratados com tripsina. Dentre os acUcares testados, a acao inibitéria mais
eficiente na atividade hemaglutinante foi mostrada pelo agucar [B-Lactose, onde este

apresentou uma concentragao inibitoria minima de 1,56 mM (Tabela 1).

Os testes de inibicdo da atividade hemaglutinante por especificidade a
carboidratos confirmam a presenca da lectina como responsavel pela aglutinacdo de células.
Contudo, somente os testes de hemaglutinacdo ndo podem ser considerados conclusivos na

deteccdo de lectinas, visto que hd compostos que apresentam atividade de precipitacdo e
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aglutinacdo de células semelhantes a estas proteinas, tais como: taninos, substancias
catidnicas, cations divalentes em altas concentracbes, alguns lipidios, entre outros
(TRINDADE, 2005).

Tabela 1. Inibi¢do da atividade hemaglutinante de lectinas de sementes de B. pulchella por
especificidade a carboidratos.

D-glicose NI**
D-manose NI
D-galactose 3,12
D-fucose NI
L-rhaminose NI
N-acetil glicosamina NI
B-Lactose 1,56
a-Lactose 3,12

*Concentracdo minima requerida para inibicdo da atividade hemaglutinante.
**AcUcar ndo inibidor a 100 mM de concentragéo.

E bem documentado que a especificidade de reconhecimento e ligacdo a galactose
€ uma caracteristica de lectinas extraidas e isoladas a partir das espécies do género Bauhinia,
tais como: B. variegata (PINTO et al., 2008), B. bauhinioides (SILVA et al., 2011) e B.
monandra (MACEDO et al., 2007), tendo em vista que grande parte das lectinas isoladas do
género Bauhinia sdo ligantes provenientes de galactose. Deste modo, estas hololectinas que

possuem afinidade por galactose ndo sdo capazes de ligar-se a manose ou glicose.

O estudo da inibicdo por carboidratos foi considerado uma etapa de extrema
importancia, uma vez que, os resultados obtidos servirdo de auxilio para estudos posteriores a

respeito da lectina de sementes de B. pulchella.
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5. CONCLUSAO

As sementes de leguminosa da espécie B. pulchella nos permitiu identificar uma
lectina que evidenciou afinidade por eritrcitos de coelhos tratados com enzimas proteoliticas
e suposta afinidade por eritrocitos do sistema ABO humano apresentando titulos de
hemaglutinacdo variaveis quando testados. Além disso, foi possivel detectar a especificidade
desta lectina em reconhecer e ligar-se a moléculas de B-lactose. Tais informacdes sdo bastante
relevantes, visto que, ainda ndo h& estudos referenciados na literatura relacionados as lectinas
extraidas e isoladas de sementes de B. pulchella.

Outras perspectivas de estudo para esta lectina a respeito de suas propriedades
fisico-quimicas seriam a purificacdo, seqiienciamento e elucidacdo da estrutura primaria e
terciaria e, dessa maneira possibilitando compreender o seu mecanismo de agédo e aplicacao
bioldgica fornecendo dados relevantes para utilizacdo desta e de outras lectinas vegetais do

género Bauhinia como ferramentas biotecnoldgicas necessarias para a ciéncia.
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