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RESUMO

Muitas plantas possuem em sua cOomposi¢ao substincias capazes de causarem lise ou
aglutinagdo dos eritrocitos, como as saponinas € as lectinas, respectivamente. Neste estudo,
analisaram-se as atividades hemaglutinante e hemolitica de cem extratos de seis espécies de
plantas do bioma Cerrado em eritrécitos humanos dos quatro tipos sangiiineos do sistema
ABO. O ensaio foi realizado em placas de microtitulagio ¢ os resultados expressos em
Titulo de hemaglutinagdo e Titulo de hemolise. Os extratos analisados demonstraram
possuir altos potenciais hemoliticos ¢ hemaglutinantes, sendo que muitos deles
apresentaram especificidade por determinado tipo sangiiineo. O extrato de Matayba
guianensis teve sua atividade hemaglutinante inibida pela Lactose. indicando que este € o

actcar ligante da aglutinina, presente no mesmo. Algumas espécies analisadas sio fortes
candidatas a possuirem lectinas em sua composicio devido a grande atividade

hemaglutinante. possibilidade esta que podera ser confirmada com estudos de purificag@o.



1. INTRODUCAO

O bioma Cerrado é alvo de muitas pesquisas, nao apenas por possuir um vasto
territorio e por sua riqueza de espécies, mas também pela sua diversidade quimica, quando
comparamos suas espécies vegetais com as espécies de algumas florestas umidas. Esta
diversidade quimica esta relacionada com as mais variadas condigdes de estresse, as quais a
vegetacdo do cerrado € constaniemente submetida (KAPLAN et al., 1994). Sabe-se que
algumas espécies de plantas, ao serem submetidas a uma situagdo de estresse como, por
exemplo. acrescentando-se NaCl, passam a produzir lectinas (PNEUMANS er al., 2000).
Lectinas sdo um grupo de proteinas, presentes na composi¢do de vérias plantas utilizadas na
medicina popular, participando, em muitos casos, de seu principio ativo (TIMOSHENKO
et al,, 1994).

1.1. Lectinas

A primeira descrigdo de uma substancia hemaglutinante foi feita em 1888 por
Stillmark em sua pesquisa sobre os efeitos toxicos da Ricina A. encontrada em sementes de
Ricinus communis L. e de outras espécies da familia Euphorbiaceae. Posteriormente, muitas
substancias similares foram descobertas em outras plantas (VAN DAMME et al.. 1998).

Atualmente, sabe-se que o efeito citotoxico da ricina e de outras lectinas se da por
uma acdio catalitica no ribossomo resultando na inibi¢do da sintese de proteinas (Proteinas
Inativadoras dos Ribossomos - RIPs) (HARTLEY & LORD. 2004). Em 1907, Landsteiner
¢ Raubistschek reportaram pela primeira vez a presenca de aglutininas ndo-toxicas em
alguns legumes (VAN DAMME ef al.. 1998). Muitos anos depois, essas lectinas de
lecumes foram objetos de interesse dos pesquisadores devido a descoberta de que elas
poderiam estimular a proliferagio de linfocitos (HARTLEY & LORD, 2004).

As lectinas tém ampla distribui¢do na natureza. sendo a {inica classe de proteinas
presente em plantas, virus, bactérias, fungos, parasitas. invertebrados € vertebrados (KHAN
et al., 2002).

O termo lectina (do latim. Jegere: que possul seletividade) passou a ser utilizado para
definir essas substancias hemaglutinantes no final da década de 40. quando Rekonen (1948)

e Boyd & Reguera (1949) relataram que elas possuiam preferéncia por grupos particulares



de sangue humano do sistema ABO (VAN DAMME er al.. 1998). Hoje, sabe-se que essa
especificidade esta relacionada com a existéncia de diferentes acucares na superficie dos
eritrocitos humanos (LIS & SHARON, 1998). sendo que as lectinas tiveram um papel
importante nessa descoberta (KHAN et al., 2002).

As defini¢des de lectinas ja variaram muito, tornando-se progressivamente
includentes (BARREIRA, 1998). Atualmente, a defini¢iio mais aceita ¢ que as lectinas sao
proteinas, diferentes de anticorpos, que possuem no minimo um dominio ndo-catalitico que
se liga reversivel e especificamente a um monossacarideo ou oligossacarideo
(PNEUMANS & VAN DAMME, 1995). A maioria das lectinas conhecidas possui maior
afinidade por oligossacarideos do que monossacarideos, o que pode indicar a existéncia de
interacdes entre as moléculas de lectina e carboidrato fora do sitio de ligagdo (SHARON &
LIS, 2002).

A aglutinacio de células é resultante de ligacdes nao-covalente entre 0s acucares da
superficie celular e os sitios especificos de ligagdes nas moléculas de lectinas, dos quais
participam, aproximadamente, 200 aminoacidos (WEIS & DRICKAMER, 1996). As
interacdes envolvem pontes de hidrogénio. interagoes hidrofobicas e forcas de Van der
Walls (SHARON & LIS, 2002). As pontes de hidrogénio geralmente ocorrem entre as
hidroxilas dos acucares e as cadeias laterais carregadas dos aminoacidos ou entre 0s
orupamentos amina e carboxila da cadeia principal da proteina (WEIS & DRICKAMER,
1996).

Estudos mostram que algumas lectinas podem possuir mais de um sitio de ligagdo
especifico para carboidratos diferentes (PEUMANS et al.. 2000). bem como um segundo
tipo de sitio de ligagdo que interage com moléculas diferentes de carboidratos
(BARONDES, 1988). Entre essas moléculas estao 0s horménios, principalmente fito-
horménios. que se ligam a uma por¢ao hidrofobica da proteina, podendo esta estar
envolvida na regulagio do crescimento das plantas (BOGOEVA et al.. 2004).

As fitoaglutininas sdo encontradas em maiores quantidades nas sementes que nas
demais partes da planta, sendo que as primeiras sao mais estudadas. As lectinas de semente
tém. principalmente, as fungdes de reserva e protecao (ESTEBAN er al., 2002). Nas partes

vegetativas das plantas leguminosas, elas ¢m a funcdo de estabelecimento de relagdes



simbidticas entre estas ¢ as bactérias fixadoras de nitrogénio, bem como de protegé-las

contra diversos tipos de predadores (LIS & SHARON, 1998).

1.2. Classificacio das Lectinas

Avancos na bioquimica, clonagem molecular e andlise estrutural t€m revelado sete
familias de lectinas vegetais relacionadas estruturalmente ¢ evolutivamente. Em quatro
delas esta a maioria das lectinas conhecidas (lectinas de legumes, proteinas inativadoras de
ribossomos tipo 2, lectinas « chitin-binding " contendo dominios de “hevein” e lectinas de
monocotiledéneas ligantes de manose) (SINGH et al., 2004). Existe uma similaridade dos
aminoacidos presentes no sitio de ligagio ao carboidrato, entre os membros da mesma
familia (WEIS & DRICKAMER, 1996). Porém, sabe-se que um mesmo agicar pode
interagir com diferentes lectinas de familias distintas, por meio de aminoacidos diferentes
que se organizam estruturalmente para formar o sitio de ligagao do carboidrato (SHARON
& LIS, 2002). Um exemplo que retrata esta propriedade. sao as lectinas especificas para
manose, as quais estdo distribuidas nas mais diversas familias de lectinas. A especificidade
pela manose ndo depende diretamente da estrutura terciaria e sim da estrutura quaterndria
da proteina (BARRE ez al.. 2001).

As lectinas vegetais também podem ser classificadas em merolectinas. hololectinas e
quimerolectinas. As merolectinas sdo proteinas de natureza monovalente constituidas de
um Unico dominio ligante de carboidrato e sdo incapazes de aglutinar células. As
hololectinas possuem dois ou mais dominios idénticos ou homoélogos ligantes de
carboidrato. sdo capazes de aglutinar células e compreendem a maioria das lectinas
vegetais. As quimerolectinas possuem dominios consecutivos com e sem atividade
catalitica, respectivamente. As Gltimas podem se comportar como merolectinas ou

hololectinas (VAN DAMME er al.. 1998).

1.3. Atividades biologicas das lectinas
Devido ao importante papel das intera¢des proteina-carboidrato nos processos de
reconhecimento bioldgico. essas interagdes tem sido alvo de permanente interesse (PLA e/

al.. 2003). Ja foram encontradas vérias aplicagdes praticas para as lectinas. visto que. as



mais empregadas estdo relacionadas com reagoes de aglutinagdo e precipitagdo ou
estimulagdo mitogénica de linfécitos (LIS & SHARON. 1998).

As aglutininas podem também induzir a produ¢do de 6xido nitrico por macrofagos,
sendo esta uma forma de estimular o sistema imunolégico (ANDRADE, 1999). Devido a
especificidade por determinados grupos sanguineos do sistema ABO. as lectinas podem ser
também empregadas na tipagem sanguinca (BARREIRA. 1998: KHAN er al.. 2002).

Interacdes multivalentes entre lectinas ¢ oligossacarideos de glicoproteinas ¢
glicolipideos, componentes da matriz e superficie celular, estio envolvidas em diversos
processos de reconhecimento celular, incluindo o desenvolvimento, diferenciagao,
morfogénese, fertilizagdo, resposta imune, migragdo celular e metastase de cancer
(BENITO et al., 2004).

As lectinas de origem animal possuem um mecanismo de ativagao do complemento
na auséncia de anticorpos. Neste processo, as lectinas circulantes se ligam a residuos de
manose de polissacarideos presentes na membrana dos microorganismos, ativando as

proteinas C1r-Cls, as quais clivam C4 (ABBAS et al., 2000).

1.4. Lectinas Vegetais como Ferramentas

As lectinas vegetais se tornaram importantes ferramentas no estudo da relagdo
parasita-hospedeiro. Sdo utilizadas para definir estagio de desenvolvimento do parasita,
diferenciar espécies, bem como formas patogénicas de ndo-patogénicas (JACOBSON &
DOYLE. 1996).

A aglutinina de Viscum album-1 (VAA-I), em baixas concentragdes. induz efeito
inflamatério em neutréfilos promovendo a secre¢ao de intmeras citocinas. tais como TNEF-
o, 1L-1Ra, IL-ta. IL-1 B, IL-4. IL-8, 1L-10 e IL-12. Porém. em elevadas concentracoes,
promove a apoptose dos neutrofilos ativados por lipopolissacarideos de bactérias (LPS).
Essas propricdades antagonistas podem tornar VAA-1 um modulador da atividade
inflamatéria dos neutrofilos (LAVASTRE e al., 2004).

Existe um interesse pelas lectinas devido ao seu potencial de utilizagdo para
diagnostico e tratamento de cdncer, visto que uma pequena alteragiio na estrutura da lectina
promove variagdo da sua especificidade. Elas ja contribuiram para clucidag¢ao de varios

aspectos de tumorogénese ¢ metastase, tais como reconhecimento de células tumorais.



adesdo celular, transducdo de sinais de membrana, aumento da defesa imune do hospedeiro,
citotoxidade e apoptose (OHBA & BAKALOVA. 2003).

A aglutinina de Dolichos biflorus (DBA) e aglutinina de semente de soja (SBA) sio
capazes de se ligar e causar apoptose especificamente em células leucémicas humanas,
sendo inespecificas para linfécitos normais. Foi detectado também que elas se ligam
diferentemente aos distintos estagios de desenvolvimento das células tumorais. Com este
conhecimento em maos podem-se desenvolver terapias bloqueando o reconhecimento entre
células especificas (OHBA & BAKALOVA, 2003).

Singh et al. (2004) comprovaram que uma lectina proveniente de Arisaema flavum
(Amaryllidaceae) possui a¢do mitogénica sobre linfocitos T por meio da fosforilagio da
tirosina-quinase na membrana plasmatica, bem como por estimula¢do da produgio de IL-2.
Esta lectina demonstrou ainda agdo anti-proliferativa sobre colénias de células malignas
inibindo a sintese de proteinas nas mesmas.

Devido as propriedades que as lectinas possuem de se ligarem a glicoproteinas e
glicolipideos de membrana. grupos de pesquisa estio investindo na possibilidade de utilizar
essas proteinas como carreadores de drogas. podendo atuar como um vetor especifico

(BENITO er al.. 2004).

1.5. Substancias Hemoliticas

Muitos extratos vegetais, quando em contato com hemacias. provocam a lise das
mesmas. As saponinas sdo glicosideos esteroidais ou triterpénicos distribuidos em um
grande numero de plantas e possuem varias propriedades biologicas, dentre as quais a mais
conhecida ¢ a atividade hemolitica. Esta propriedade é tdo caracteristica, que juntamente
com a propriedade de formar espuma, ¢ utilizada para detectar saponinas nas plantas
(ROYERO, 1997).

As saponinas consistem de um ou mais residuos de agticar ligado a uma aglicona
hidrofobida (sapogenina), a qual pode ser triterpenica ou esteroidal. O a¢do hemolitica das
saponinas ocorre devido a afinidade da porgao aglicona da molécula por esterdides de

membrana. particularmente o colesterol. que se agregam formando complexos insolaveis

(FRANCIS et al.. 2002).
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Outros efeitos bioldgicos das saponinas sdo as atividades antifingica, antiviral,
imunoestimulante (FRANCIS et al. 2002) ¢ hipocolesterolémica (SIDHU &
OAKENFULL, 1986).

Embora as lectinas sejam as substancias classicamente conhecidas como
hemaglutinates, existe na literatura a descri¢éo de saponinas, tais como “  opiopogonins e
“ginsinocides”, capazes de aglutinar eritrocitos humanos ¢ de coelho. Porém, estas
saponinas hemaglutinantes ndo sdo hemoliticas (FRANCIS et al. 2002).

O bioma Cerrado vem se mostrando como uma “farmécia viva™ devido ao potencial
farmacoldgico de suas espécies vegetais. Como descrito acima, substancias aglutinantes e
hemoliticas possuem ampla utilizagdo direta ou indireta na cura ou entendimento de
doengas. Um “screening” com cem extratos vegetais de espécies deste bioma pode
contribuir para o mapeamento destas espécies, bem como para que possamos dispor de

novas fontes de substancias farmacologicamente ativas.



2. OBJETIVOS

_ Analisar as atividades hemaglutinante e hemolitica de 100 extratos de plantas do

hioma Cerrado nos quatro grupos sangiiineos do sistema ABO, fator Rh positivo:

Verificar se os extratos testados possuem especificidade para aglutinar ou lisar as

hemécias de determinado tipo sangiiinco:

- Determinar quais os carboidratos especificos para as lectinas em questao por meio

de inibi¢do da hemaglutina¢o com diferentes tipos de agucares.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparagao dos Extratos

Para a preparagio dos extratos hexinicos ¢ etandlicos, foram coletados folha, madeira
do caule, casca do caule, madeira da raiz, casca da raiz, fruto ¢ semente de plantas no
bioma Cerrado nos arredores de Brasilia. Distrito Federal, Brasil. A identifica¢do foi feita
pelo Professor José Elias de Paula ¢ suas exsicatas depositadas no Herbario da
Universidade de Brasilia.

Analisaram-se as espécies Annona crassiflora Mart., Xilopia aromatica, Xilopia
emarginata  (Annonaceae);  Aspidosperma  macrocarpa,  Himatantus — obovatus
(Apocynaceae); Anemopaegma arvense, Cybistax antisyphilitica. Tabebuia caraiba
(Bignoneaceae); Casearia sylvestris (Flacourtiaceae); Cupania vernalis. Matayba
guianensis, serjania lethalis (Sapindaceae); Chrysophyllum  soboliferum, —Pouteria
gardinerii, Pouteria torta, Pouteria ramiflora (Sapotaceae).

Os extratos foram feitos a partir de folha, casca e madeira do caule, casca e madeira
da raiz e fruto. totalizando-se cem extratos. As diferentes partes das plantas foram
separadas, secas 4 temperatura ambiente e pulverizadas em moinho de facas. Utilizaram-se
o método de extragio por maceragio. iniciada com n-hexano. durante sete dias, repetido por
quatro vezes; seguida da pré-filtragio e da filtragdo. obtendo-se uma solucdo extrativa ¢
concentrada, a qual foi dessecada em rotavapor. resultando no extrato bruto hexanico. Este
processo se repetiu com etanol 95% para a extragdo das substancias polares.

Os extratos foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) numa concentracio de

10mg/mL e, posteriormente, armazenados a —20°C.

3.2. Obten¢ido das hemaceas

O sangue humano dos diferentes grupos do sistema ABO foram coletados de
voluntdrios saudaveis por pungiio venosa em tubos contendo 0.1% de EDTA. Para
padronizar o ensaio, utilizou-se apenas sangue fator Rh positivo. As células sanguineas
foram lavadas trés vezes em solugdo fisiologica (0.85%) por centrifuga¢do a 1000rpm
durante seis minutos 3 temperatura ambiente. Posteriormente. preparou-se uma suspensao

de eritrocitos a 2% em solucdo fisiologica. a qual foi utilizada nas reagdes de



hemaglutinagio. A utiliza¢io de sangue humano neste trabalho foi aprovada pelo comité de

ética da Universidade Federal de Uberlandia.

3.3. Ensaio de hemaglutinacio

O ensaio foi realizado em placas de microtitulagdo de 96 pogos, fundo em V. onde
primeiramente foram depositados S0uL de solucdio fisiologica, em cada pogo. Em seguida,
acrescentaram-se SOpL de extrato iniciando com uma concentragao de 5 mg/mL ¢ seguindo
com uma diluicdo dupla serial até a concentracdo de 4.88x10°mg/mL. Finalmente, foi
adicionado 25uL/pogo de suspensdo de eritrocitos.

Foram feitos dois controles para a reagio, um contendo S0uL de solugdo fisioldgica e
25uL da suspensdo de eritrocitos a 2% e 0 outro com 50uL. de DMSO em diluigdo dupla
serial e 25uL da suspensdo de eritrocitos.

As placas foram deixadas em repouso por duas horas a temperatura ambiente ¢,
posteriormente, examinadas macroscopicamente em negatoscopio. A presenga de
hemaglutinago foi avaliada pelo padrao do sedimento, que apresenta a forma de um botdo
nas reacdes negativas. de um tapete circular de bordos irregulares nas reagdes fortemente
positivas e um aspecto translicido quando ha lise da c€lula (PLA et al., 2003).

A poténcia do extrato foi mensurada em Titulo de Hemaglutinagdo (TH). que indica o
numero de diluicdes processadas pelo extrato no ltimo pogo de dilui¢do dupla serial, no
qual houve hemaglutinagdo. Este pardmetro também foi utilizado para quantificar o grau de
hemolise. sendo denominado Titulo de hemolise (Th).

Para a analise dos dados, foram considerados apenas os extratos que causaram
aglutinagdo ou hemolise apos oito dilui¢des (concentragdes inferiores a 0.625mg/mL) em

pelo menos um tipo sangiiineo.

Figura 1: Placa de microtitulagio



3.4. Inibicao da atividade hemaglutinante

O ensaijo de inibicdo da hemaglutinagdo realizou-se com 0s extratos que apresentaram
resultados fortemente positivos na reagdo de hemaglutinagdo ¢ ndo causaram lise das
heméceas. Para este experimento foi utilizado 25ul/poco dos aglcares D-galactose, D-
manose, D-glicose, Dextrose, D-frutosse, Maltose, Sacarosc e Lactose, iniciando com a
concentra¢do de 0.2M, seguindo em dilui¢do dupla serial até a concentragdo de 3.12x107.

Em seguida, adicionaram-se 25uL/pog¢o de extrato na antepenultima concentragdo
que causou hemaglutinagdo. Apos incubagio por 30 minutos a temperatura ambiente, foi
adicionado aos pogos 25uL de eritrocitos humanos ¢ mantidos 4 temperatura ambiente. Os

resultados foram analisados em negatoscopio apds 2 horas em repouso.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividades Hemolitica ¢ Hemaglutinante
As espécies analisadas apresentaram um variado desempenho em relagdo as
capacidades hemolitica ¢ hemaglutinante. Ao fazer o controle com o solvente DMSO,
observou-se que na maior concentragdo testada (5Smg/mL), houve lise das hemacias.
Montagute ef al. (1994) determinou por meio de ensaios in vivo que o solvente DMSO em
altas concentracdes, isto é, acima de 1 mL/ Kg possui atividade hemolitica. Portanto, 0s
dados de hemolise s6 correspondem aos efeitos dos extratos em concentragdes menores ou
iguais a 2.5mg/mL (Th = 2).
Em seguida, encontram-se os dados de hemaglutinagdo e hemolise de todas as
espécies analisadas, ressaltando os extratos que obtiveram os resultados mais significativos,
isto ¢, maiores valores de Titulo de Hemaglutinagao (TH) e Titulo de hemolise (Th). Os

resultados obtidos estio contidos nas tabelas 1 e 2 e nas figuras de 1 a 8.

Annonaceae

Os extratos desta familia tiveram pouca atividade, tanto litica. quanto aglutinan  te.
Os extratos hexanico da folha de Xylopia aromatica e etanolico da madeira da raiz de
Annona crassiflora obtiveram Ths iguais a 64 sem especificidade para nenhum tipo
sanguineo.
Apenas o extrato etanolico da casca da raiz de Xylopia emarginaia alcangou um
maior TH. o qual foi igual a 64 ¢ também ndo foi especifico.
Uma lectina com afinidade para glicose e manose foi isolada da espécie Annona
muricata (DAMICO et al.. 2003). Annona coriaceae também possui lectina em sua

composi¢io a qual se liga a D-manose ¢ D-glicose (COELHO et al.. 2003).

Apocynaceac
Pouca ou nenhuma aglutinagdo foi observada para os dez extratos analisados de
Aspidosperma macrocarpd. Altos e especificos Ths foram obtidos apenas pelos extratos

hexinicos de madeira do caule e da raiz. os quais foram iguais a 512. Lste resultado foi



obtido em sangue tipo O. Os demais Ths foram iguais ou inferiores a 32. Himatanthus
obovatus obteve baixos TH e Th, sendo o maior igual a 16.

Na familia Apocynaceae existem algumas espécies que possuem lectinas em sua
composi¢do, tais como, Rawwolfia radix (JIN et al., 2002) e Ecdysanthera utilis (LIN et al.,
2002). Himatantus obovatus demonstrou forte efeito inibidor da proliferagdo de células

mononucleares sanguineas humanas estimuladas por fitohemaglutininas (SOUZA-

FAGUNDES et al., 2002).

Bignoneaceae

Os extratos etandlico de casca do caule e hexanico do fruto de  A. arvense obtiveram
TH de 64 em sangue O, sendo que o ultimo foi especifico para este tipo sangiineo.

O extrato etanolico da foltha de Cybistax antisyphilitica lisou forte e especificamente
as hemacias presentes no sangue tipo O com Th de 256. Os seus demais extratos causaram
lise ou aglutinagdo dos eritrécitos de todos os tipos sanguineos. no entanto em altas
concentragdes.

Os extratos de Tabebuia caraiba obtiveram poucos resultados significativos. Os
extratos hexanicos de madeira do caule e casca da raiz foram os Unicos que apresentaram

Ths mais elevados, iguais a 128 ¢ 64d respectivamente. em sangue tipo O.

Flacourtiacecae

Os oito extratos testados de Casearia sylvestris ndo obtiveram altos indices de
hemaglutinagio, porém se mostraram muito hemoliticos. principalmente em relag¢@o as
hemécias do sangue tipo O, as quais foram lisadas por todos os extratos hexanicos testados
(extratos de madeira, casca do caule e madeira. e casca da raiz) e pelo extrato etandlico da
casca da raiz. Lstes extratos se mostraram muito especificos e obtiveram Ths acima de
256d. O extrato ctandlico da casca do caule ndo lisou os eritrocitos do sangue O e atingiu

Ths entre 64 e 256 para os demais tipos sangliineos.

Sapindaccae
Da espécic Cupania vernalis analisou-se dez extratos. Todos os cinco hexanicos

testados tiveram pouca ou nenhuma atividade hemaglutinante. O extrato da folha obteve



Ths iguais a 1024 e 512 para os sangues tipo O e A, respectivamente, € abaixo de 32 para
os demais tipos. Os extratos de madeira e casca do caule atingiram Ths em sangue O de 128
e 64, respectivamente, e inferiores a 16 nos outros tipos sangiiineos. Os Ths dos extratos de
casca e madeira da raiz foram iguais ou inferiores a 8. Os extratos etan6licos demonstraram
maior atividade hemaglutinante que hemolitica. O tnico com atividade fortemente
hemolitica foi o extrato da folha, sendo especifico para o tipo sanguineo O e tendo Th igual
a 1024. A forte aglutinacdo de todos os tipos sanguineos foi apresentada pelo extrato de
casca da raiz (THs entre 128 e 512). O extrato de madeira da raiz aglutinou sangue tipo O
até a menor concentracio testada e ndo aglutinou nenhum dos demais tipos. Por outro lado,
o extrato de casca do caule, apesar de ter aglutinado os tipos sanguineos A. B e AB,
também apresentou especificidade pelo tipo O, alcangando TH 1024. Os THs dos extratos
de madeira do caule e folha ndo ultrapassaram 64.

Analisaram-se dois extratos hexanicos e trés etanolicos de Marayba guianensis. Fraca
atividade hemaglutinante foi observada para os extratos hexanicos, sendo o maior TH igual
a 64d. para o extrato de casca da raiz. O extrato da casca do caule lisou especificamente
sangue tipo O (256). Em relagdo aos extratos etanolicos, observou-se baixa atividade
hemolitica e forte agdo hemaglutinante. Os extratos de casca do caule e da raiz aglutinaram
fortemente 0s quatro tipos sanguineos. em intensidades variaveis, ndo demonstrando
especificidade significativa. enquanto que. o extrato de madeira do caule teve maior
especificidade pelo tipo O (512).

Tanto os extratos hexanicos (quatro extratos). quanto os etanolicos (trés extratos) de
Serjania lethalis foram muito hemoliticos. No entanto, apenas os extratos hexanicos de
madeira e casca do caule tiveram um maior grau de hemaglutinagdo, igual a 128, o qual foi
especifico para o sangue AB. Os extratos hexanico de casca da raiz, e etanolicos de madeira
e casca do caule foram fortemente hemoliticos ndo apresentando especificidade
significativa.

Koelreuteria Paniculata, pertencente a familia Sapindaceae, possui uma lectina
denominada Kplec especifica paa N-acetilglicosamina (MACEDO et al.. 2003). Outra

espécie desta familia conhecida por possuir lectina ¢ Talisia esculenta (MACEDO et dl.,

2002).



Sapotaceae

O extrato etanolico da folha de Chrysophylium soboliferum lisou especificamente o
sangue tipo AB com Th igual a 64.

Os extratos etanolicos da madeira da raiz de Pouteria gardineii obteve Thigual a 64 ¢
o de madeira do caule alcangou TH 64. Nenhuma especificidade foi observada para estes
extratos, tanto em relag@o aos THs quanto aos Ths.

Analisaram-se quatro extratos hexanicos ¢ trés etandlicos de Pouteria ramiflora. Os
hexanicos apresentaram pouca atividade, tanto hemaglutinante, quanto hemolitica. O
extrato da folha foi o Gnico com alta atividade hemaglutinante, a qual foi especifica para o
sangue AB e com TH igual a 128. O extrato de casca do caule hemolisou especificamente
no sangue tipo A com Th igual a 128. Os etanolicos obtiveram mais resultados
significativos. O extrato de casca da raiz aglutinou sangue O e B com THs de 512 e 128.
respectivamente, enquanto que para 0s sangucs A e AB ele foi extremamente litico (256 ¢
512. respectivamente). Os extratos de madeira da raiz e do caule foram muito liticos. ndo
apresentando especificidade por nenhum tipo sanguineo, porém aglutinaram apenas sangue
Be AB.

Os extratos de Pouteria torta causaram hemolise em graus quase que insignificantes
(menores ou iguais a 4). Os extratos etandlicos de folha ¢ madcira do caule causaram
aglutinagido com THs entre 32 ¢ 128, porém sem especificidade pelos tipos sangiiineos.

Os demais extratos analisados foram omitidos, pois demonstraram pouca atividade
hemolitica ou hemaglutinante.

Este estudo nio realizou nenhum ensaio de purificagdo de principio ativo para
comprovar se as substancias hemaglutinantes presentes nos extratos sao de fato lectinas.
Porém. esta suposigido ¢ aceitavel principalmente pela constatagdo de especificidade por
parte de muitos cxtratos. a qual ¢ caracteristica destas proteinas. A propriedade de aglutinar
especificamente € usada como ferramenta para diferenciar 0s grupos ou subgrupos
sanguineos (KHAN er al., 2002).

Os extratos que aglutinaram especificamente 0 sangue tipo O foram o hexanico do
fruto de A. arvense. os etanolicos da casca do caule ¢ da madeira da raiz de (. vernalis € o

etanolico da madeira do caule de M. guianensis (Fig. 1).



Varias lectinas especificas para sangue O sdo utilizadas como ferramenta para
tipagem sanguinca, tendo como principal agucar ligante a L-fucose. Algumas lectinas de
fungos. tais como as de Pleurocybella porrigens. Naematoloma sublateritium e Pholiota
squarrosa sio utilizadas para determinar sorologicamente sangue tipo O. (KHAN er al.,
2002). Almanza ef al (2004) isolou uma lectina da semente de Galactia lindenii especifica
para sangue tipo O. Esta tem sua atividade inibida apenas por agucares derivados de
galactose, sendo mais especifica para N-acetil galactosamina.

Os extratos que demonstraram maior seletividade pelo sangue tipo A foram o
hexanico da madeira do caule de 7. caraiba e o etandlico da folha de C. vernalis (Fig. 2).

Varias lectinas sio especificas para o sangue tipo A, mas poucas sdo especificas o
suficiente para serem utilizadas na determinagdo do tipo sanguineo. A lectina de Dolichos
biflorus é a mais utilizada para este fim. As lectinas de Phaseolus limensis. Vicia cracca €
Crotolaria striata também sdo especificas para este ipo sanguinco (KHAN et al., 2002).

Em relagio ao sangue tipo B, o unico extrato que o aglutinou seletivamente foi o
etanolico da folha de C. soboliferum (Fig. 3).

Lectinas especificas para sangue tipo B sdo encontradas em Griffonia simplicifolia,
Prilota plumosa e Clavulinopsis fusiformis. Esta altima teve sua atividade hemaglutinante
inibida pelos agticares D-galactose, Rabinose ¢ Melibiose (KHAN er al., 2002).

O sangue AB foi aglutinado especificamente pelos extratos hexanicos da madeira do
caule de A. macrocarpa, da madeira e casca do caule de S. lethalis e hexanico da folha ¢
etanolico da madeira do caule de P. ramiflora (Fig. 4).

A lectina HHL extraida do corpo de frutificagdo do cogumelo Higrophorus
hipothejus aglutina especificamente sangue tipo AB e tem sua atividade inibida pela
lactose. GS-I. uma lectina especifica para sangue AB presente na planta Griffonia
simplicifolia é composta de duas subunidades. sendo uma especifica para D-galactose ¢ a
outra para N-acctil galactosamina (KHAN ef al.. 2002).

Alguns extratos demonstraram especificidade por dois tipos sanguineos, como 0s
extratos etanolicos da folha de S. lethalis que aglutinou apenas 0s Sangues tipo O ¢ AB, da
casca da raiz de P. ramiflora. especifico para os sangues tipo O e B ¢ o extrato da madeira

da raiz da mesma espécice. que foi altamente especifico para os sangues tipo B e AB.
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Os determinantes antigénicos que diferenciam os tipos sanguineos do sistema ABO
sio unidades terminais de monossacarideos presentes em glicoesfingolipideos nas
membranas dos eritrécitos. O residuo final do sangue tipo A ¢ o N-acetil galactosamina, do
sangue tipo B, a Galactose e do tipo O. a Fucose (KHAN et al., 2002).

Os eritrocitos possuem uma glicoproteina de membrana denominada glicoforina A.
Uma média de 60 unidades de monossacarideos distribuidos em dezesseis cadeias de
carboidratos sdo ligadas covalentemente aos residuos amino-terminais da por¢do
extracelular da cadeia polipeptidica. Cada tetrassacarideo possui dois residuos de Acido
Sialico, um de Galactose e um de N-acetil oalactosamina (NELSON & COX, 2000). A
glicoforina A ¢ responsavel pela diferenciacdo dos tipos sanguineos do sistema MN
(KHAN et al., 2002).

Analisando os resultados. pode-se observar que em concentra¢des mais elevadas,
muitos dos extratos testados sio hemoliticos, sendo que dos 100 testados apenas 14 nao
lisaram as hemécias de nenhum tipo sangiiineo. Alguns extralos causaram lise dos
eritréeitos até s menores concentragdes testadas.

Observou-se também que muitos extratos apresentaram especificidade para lisar
determinados tipos sangiiineos, visto que apesar de em alguns casos a diferenga néo ter sido
significativa, em outros foi bem marcante. Esta especificidade ocorreu mais em relag@o ao
sangue tipo O. Os extratos hexanicos de madeira do caule e da raiz de C. sylvestris e
etandlico da folha de C. vernalis hemolisaram sangue tipo O mesmo depois de diluidos
1024 vezes (menor concentragio testada) (Fig. 5), porém causaram lise nos outros tipos
sangiiineos apenas em elevadas concentragdes. Os demais extratos que demonstraram
hemolise especifica no sangue tipo O foram: extrato etandlico da folha de C.
antisyphilitica, extratos hexanicos de madeira do caule e da casca da raizde 7. caraiba. da
madeira do caule de C. vernalis e da casca do caule de M. guianensis, extratos hexanicos de
casca da raiz e do caule e etanolico da casca da raiz de C. sylvestris.

O unico extrato que hemolisou especificamente o sangue tipo A foi o extrato
hexanico da casca do caule de P. ramiflora (Fig. 6). O extrato hexanico da folha de C.
vernalis lisou seletivamente os sangues tipo O ¢ A. Nenhuma especificidade exclusiva fo
detectada para os sangues tipo B ou AB. Porém o extrato hexanico da casca da raiz de /.

ramiflora lisou seletivamente tanto sangue A. quanto AB (Figs. 7 ¢ 8).



Estes dados podem sugerir que a substancia hemolitica presente nos extratos tenha
algum tipo de especificidade para componentes da membrana dos eritrocitos, podendo ser
também ag¢ucares, assim como ocorre na aglutinagdo. As substancias presentes nas plantas
mais conhecidas por causarem hemolise sdo de um grupo de glicosideos denominados
saponinas, as quais sdo amplamente distribuidas em muitas familias de plantas (SIDHU &
OAKENFULL, 1986). No entanto, estudos recentes demonstraram que a aglutinina do
gérmen de trigo e lectina de Maclura pomifera também tém a atividade hemolitica. A
ligagdo dessas lectina a glicoforina A promove o aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica do eritrécito aos cations. como o Na', o que leva a entrada de 4gua na célula,
ocasionando a lise da mesma (BRAIN er al., 2002). Kouzuma et al. (2003) isolou uma
lectina do invertebrado marinho Curcumaria echinata com atividade hemolitica, que apds
sua ligagdo aos carboidratos de membrana, formam-se poros permeaveis a fons devido as
interagdes hidrofébicas com a membrana celular.

Nio ha na literatura nenhum dado que comprove especificidade de saponinas pelos
diferentes tipos sanguineos do sistema ABO, aumentando a possibilidade de que lectinas

estejam lisando as hemacias.

4.2. Inibicao da atividade hemaglutinante

Este ensaio analisou a inibi¢do da a¢d3o hemaglutinante dos extratos que tiveram as
maiores atividades hemaglutinante e nenhuma hemolitica frente aos agticares D-galactose,
D-manose, D-glicose. Dextrose. D-frutose, Maltose, Sacarose ¢ Lactose.

Os extratos analisados foram: etanolico de madeira do caule de Pouteria torta nos
sangues A e AB. etandlico de casca da raiz de Matayba guianensis em sangue AB e
etanolico de casca da raiz de Cupania vernalis nos sangues O ¢ AB.

O extrato de M. guiunensis foi o Gnico que teve sua atividade hemaglutinante inibida
por um acucar. o qual foi a lactose. A lactose inibiu a hemaglutinagdo apenas na
concentragdo de 0.4M. ndo inibindo em concentrag¢des iguais ou inferiores a 0.2M.

Neste estudo determinou-se que o agucar ligante da aglutinina presente no extrato
etanolico da casca da raiz de AL guianensis ¢ a lactose. porém, as substancias

hemaglutinantes presentes nos demais extratos podem ser especificas tanto para os agucares



presentes na glicoforina A ou nos esfingolipidios acima descritos, quanto para outros
presentes na superficie dos eritrocitos.

Turton ef al. (2004), ao analisar estruturalmente uma lectina especifica para lactose
de Erythrina cristagalli (ECL), constatou que seu sitio de ligagdo ¢ composto pelos
residuos Glyl107. Asnl33, Ala218, and GIn219, os quais se ligam as hidroxilas dos

carbonos 2. 3 e 6 da galactose e 2 da glicose.



Tabela 1 — Atividade hemaglutinante nos quatro tipos sanguineos.

Parte/ Titulo de Hemaglutinagélo2
Familia/espécie Cc’)digo1 Solvente Sangue O Sangue A Sangue B Sangue AB
Anonaceae
Annona crassiflora 1 F/E 16 32 - 16 32
Xylopia aromatica 2 F/E 32 32 16 32
3 MR/E 32 32 16 16
4 CC/H 8 16 8 8
Xylopia emarginata 5 CR/H 8 16 2 8
6 MR/H 8 8 16
7 CRIE 8 16 4 64
8 MR/E 16 16 32
Apocynaceae
Aspidosperma macrocarpa 9 MC/H 32
10 CC/E 4 4 2 8
11 FIE 8
Himatanthus obovatus 12 CR/H 16
Bignoniaceae
Anemopaegma arvense 13 MC+CC/H 16
14 FriH 64
15 FrlE 16 1 2
16 MC+CC/E 64 16 2 16
Cybistax antisyphilitica 17 F/H 8 16 16
Tabebuia caraiba 18 CC/H 4 8
19 F/E 8 4 2
20 MC/H 32
21 MC/E 8
22 CC/E 4 8 4 16
Flacourtiaceae
Casearia sylvestris 23 CR/H 8
24 MC/E 16 8 32
25 MR/H 16 4
26 CCIE 32
Sapindaceae
Cupania vernalis 27 CC/H 32 16 16
28 MR/H 8
29 MC/H 32 8 2
30 MC/E 16 32 32
31 CRI/E 512 512 128 512
32 F/E 64 8
33 CCIE 1024 128 64 4
34 R/E 1024
Matayba guianensis 35 CC/H 4 32
36 CR/H 16 32 64
37 CC/E 512 256 128 32
38 MC/E 512 32 2 4

39 CR/E 256 128 512 256




Serjania lethalis 40 F/H 32
41 MC/H 16 128
42 CCH 128
43 FIE 64 64
44 MC/E 32
Sapotaceae
Chrysophyllum soboliferum 45 F/E 4 32
Pouteria gardnerii 46 MR/E 32 16
47 MC/E 16 16 4 64
48 F/E 64 64 32 64
49 MC/E 128 64 64 64
Pouteria ramiflora 50 R/H 32 8 8
51 F/H 16 8 128
52 CRI/E 512 128
53 MR/E 128 256
54 MC/E 32 128

1-este codigo ¢ utilizado nos graticos de hemaglutinagdo; 2- TH- altima diluigdo capaz de causar hemaglutinagio; E- etanol; H- hexano;
F- folha; CC- casca do caule; MC- madeira do caule: CR- casca da raiz; MR- madeira da raiz; Fr- fruto
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Figura 1 — Atividade hemaglutinante em sangue tipo O. Os extratos correspondentes aos
codigos do grafico estdo na tabela 1.
14- H/Fr- A. arvense: 33- E/CC- C. vernalis;  31- E/CR-C. vernalis; 38-E/MC- M.

guianensis
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Figura 2 — Atividade hemaglutinante em sangue tipo A Os extratos correspondentes aos

codigos do grafico estdo na tabela 1.
20- H/MC- T caraiba; 32- E/F-C. vernalis
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Figura 3 — Atividade hemaglutinante em sangue tipo B. Os extratos correspondentes aos
codigos do grafico estdo na tabela 1.
45- E/F- C. soboliferum
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Figura 4 — Atividade hemaglutinante em sangue tipo AB. Os extratos correspondentes aos
codigos do grafico estdo na tabela 1.

9- H/MC- A. macrocarpa; 41- HMC- S. lethalis; 42- H/CC- S. lethalis: 51- H/F- P.
ramiflora: 54~ E/MC- P. ramiflora



Tabela 2- Atividade Hemolitica nos quatro tipos sanguineos.

)
L2

Parte/ Titulo de hemélise?
Familia/ Espécie Codigo' Solvente Sangue O Sangue A Sangue B Sangue AB
Annonaceae
Annona crassiflora 1 MR/E 32 16 16 64
2 CR/E 16 16 16 32
3 MC/H 4 8 8 8
4 MC/E 16 16 16 32
Xylopia aromatica 5 F/H 64 32 64 32
6 MC/E 16 32 32 16
Xylopia emarginata 7 MR/E 8 1 4 2
8 CC/H 8 4 2 16
9 FIE 16 16 4 32
Apocynaceae
Aspidosperma
macrocarpa 10 MC/H 512 8 4 16
11 MR/H 512 8 16 32
12 CR/H 16 32 32 32
Himatanthus obovatus 13 CR/H 8 2 1 4
Bignoniaceae
Anemopaegma arvense 14 MC+CC/H 8 8 4
15 R/H 32 16 16 16
16 Fr/H 16 16 8 8
17 MC+CC/E 4 8 1 8
Cybistax antisyphilitica 18 MC+CC/H 4 4 16 16
19 F/E 256 4 2 2
Tabebuia caraiba 20 F/H 4 2 4 8
21 MC/H 128 16 8 32
22 CR/H 64 4 4 8
Flacourtiaceae
Casearia sylveslris 23 MC/H 1024 8 16 16
24 CR/MH 512 8 2 8
25 CC/H 512 4 4 8
26 MC/E 1 32 4
27 MR/H 1024 32 2
28 CR/E 256 8 8 16
29 CC/E 1 64 256 128
Sapindaceae
Cupania vernalis 30 CC/H 64 4 8 8
31 CRM 8 4 8 8
32 MR/H 8 4 4 4
33 MC/H 128 11 2 1
34 F/H 1024 512 8 32
35 MC/E 1 16 1 2
36 F/E 1024 4 4 16
Matayba guianensis 37 CCH 256 4 2 8
38 CR/H 8 4 2 16
39 MC/E 32 2 2
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Serjania lethalis 40 F/H 8 2 1 1
41 MC/H 64 8 4 4
42 CC/H 128 64 64 16
43 CR/H 256 128 128 32
44 F/E 8 32 64 16
45 MC/E 4 256 64 128
~ - 46 CC/E 1024 512 1024 1024
Sapotaceae
Chrysophyllum
soboliferum 47 F/H 1 8
48 F/IE 64
Pouteria gardnerii 49 MR/E 4 32 64
Pouteria ramiflora 50 F/H 16 2
51 CR/E 4 256 4 512
52 MR/E 32 128 64 128
53 MC/E 128 128 32
54 CC/H 1 128 1 1

1-este codigo € utilizado nos graficos de hemalise; 2- TH- ald
casca do caule: MC- madeira do caule; CR- casca da raiz; MR- madeira da raiz; Fr- fruto

ma diluigdo capaz de causar hemolise: E- etanol: H- hexano; F- folha; CC-
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Figura 5 — Atividade hemolitica em sangue tipo O. Os extratos correspondentes aos codigos

do grafico estdo na tabela 2.

19- Etandlico da folha de C. antisyphilitica; 21- Hexanico da madeira do caule de 7. caraiba; 22-
Hexéanico da casca da raiz de T. caraiba: 23- HexAnico da madeira do caule de C. sy/vestris*; 24-
Hexanico da casca ra raiz de C. sy/vestris; 25- Hexanico da casca do caule de C. sysvestris; 27~
HexAnico da madeira da raiz de C. sylvestris*; 28- Etanélico da casca da raiz de C. sylvestris; 36-
Etanolico da folha de C. vernalis*; 37-Hexénico da casca do caule de M. guianensis
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Figura 6- Atividade hemolitica em sangue tipo A. Os extratos correspondentes aos codigos
do gréfico estdo na tabela 2.
54- hexanico da casca do caule de P. ramiflora
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Figura 7 — Atividade hemolitica em sangue tipo B. Os extratos correspondentes aos c6digos
do grafico estdo na tabela 2.
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Figura 8§ — Atividade hemolitica em sangue tipo AB. Os extratos correspondentes aos
codigos do grafico estdo na tabela 2.
51- hexanico da casca da raiz de P. ramiflora — A e AB



CONCLUSOES

- Dentre os extratos analisados, muitos possuem fortes atividades hemolitica e
hemaglutinante;

- Muitos dos extratos com atividade hemolitica e hemaglutinante possuem especificidade
por determinado tipo sangiiineo, a qual pode estar relacionada com os diferentes
agucares presentes nas membranas dos eritrocitos;

- O extrato etanolico da casca da raiz de Matayba guianensis possui um ligante do aguicar
lactose em sua composi¢io.

- Algumas espécies analisadas, tais como Cupania vernalis, Matayba guianensis e
Pouteria ramiflora sdo dignas de estudos de purificagdo onde serdio isoladas as lectinas

existentes para serem analisadas suas demais propriedades bioldgicas.
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