Pereira PS, Oliveira AJ, Rocha HG, Barros LM, Drumond MA. Utilizacao de extratos de sementes de visgueiros, pau-d’dleo e pau-ferro
para detectar a presenca de lecticinas através da atividade hemeglutinante com eritrocitos.

UTILIZACAO DE EXTRATOS DE SEMENTES DE VISGUEIRO, PAU-D’OLEO
E PAU-FERROPARA DETECTAR A PRESENCA DE LECTINAS ATRAVES
DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE COM ERITROCITOS

Pedro Silvino Pereiral®, Audizio José de Oliveira2, Hidemburgo Goncalves Rocha3, Luiz
Marivando Barros4, Marcos Antonio Drumond5

1. Mestrando em Ciéncias Florestais (UFCG). Centro de Satude e Tecnologia Rural (CSTR). Programa de Pas-
Graduagao em Ciéncias Florestais (PPGCF). *Correspondéncia: Rua Paulo Cezar Silvino, n® 43, Limoeiro. CEP 63030-
255. Juazeiro do Norie-CE. E-mail: pedro_sillvino@amail.com

2. Graduado em Ciéncias Biolégicas (URCA)

3. Doutorado em Famrmacologia (UFC)

4 Doutorando em Ciéncias Biologicas — PG Bioguimica Toxicolégica (DINTER/UFMS/URCA)

5. Doutorado em Ciéncias Florestais (UFV) e Docente do Mestrado em Ciéncias Florestais (UFCG)

RESUMO

A Chapada do Araripe & um bercario riquissimo em vegetagao, que carece de um estudo mais
aprofundado sobre as varias espécies existentes. Sabemos que as plantas de um modo
geral tém grande importancia econémica para a regiao do Cariri, como também para outras
regides. Este trabalho visa detectar lectina através da atividade hemaglutinante com a
utilizagdo de extratos de pau-ferro (Caesalpinia ferrea Mart. ex. Tul.), visgueiro (Parkia
platycephala Benth.) e  pau-d'éleo (Copaifera langsdorffii Desf.). Visgueiro éconsiderado
um das leguminosas mais primitivas. E uma importante forrageira que cresce no Nordeste do
Brasil. Pau-d'éleo arvore baixa, apresenta propriedades medicinais: emolientes, utilizada
no tratamento de cistites, blenorragias, reumatismos e, em pequenas doses, é ténico. Pau-
ferro, planta de grande porte, alto e robusto, casca lisa, € um anti-inflamatério natural
e antibidtico. A pesquisa foi realizada na Chapada do Araripe, em Crato, CE, no periodo de
dezembro de 2013 a abril de 2014. Foi selecionado apenas um individuo de cada espécie,
onde as sementes foram trituradas, peneiradas para em seguida obter o extrato. Os extratos
foram utilizados para testar a atividade aglutinante dos mesmos em eritrécitos de Jumento
(Equus africanus asinus), carneiro (Ovis aries)e coelho (Orictolagus cuniculus). O extrato de
visgueiro apresentou AH apenas para eritrocitos de carneiro, pau-ferro apresentou AH
apenas para eritrécitos de jumento e pau-d'oleo apresentou AH para eritrocitos de
carneiro e jumento. Indicando assim a presenca de lectinas nesses extratos, porém os
respectivos extratos ndo apresentaram atividades hemaglutinantes para eritrécitos de
coelho. As lectinas detectadas apresentaram especificidade para a glicose.

Descritores: Chapada do Araripe, Parkia platycephala, Copaifera langsdorffii
Caesalpiniaferrea.

USE OF EXTRACTS OF SEED VISGUEIRO, PAU-D’OLEO AND PAU-
FERROTO DETECT THE PRESENCE OF LECTINS ACTIVITY THROUGH
ERYTHROCYTES HEMAGGLUTINATING

ABSTRACT

The Araripe is a rich nursery in vegetation, which needs further study about the various
existing species. We know that plants generally have great economic importance to the
region of Cariri, but also for other regions. This work aims to detect through lectin
hemagglutinating activity with the use of extracts of pau-ferro (Caesalpinia ferrea Mart.
ex. Tul.), visgueiro(Parkia platycephala Benth), and pau-d'dlec (Copaifera langsdorffii
Desf).Visgueiro is considered one of the most primitive legumes. It is an important forage
that grows in northeastern Brazil. Pau-d'éleo low tree, has medicinal properties:
emollients, enter in the treatment of cystitis, gonorrhea, rheumatism, and, in small doses,
is tonic. Pau-ferro, large plant, have cylindrical trunk, tall and sturdy, smooth bark is a
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natural anti-inflammatory and antibiotic. The survey was conducted in the Araripe in
Crato - CE, from December 2013 to April 2014 only one individual of each species,
where the seeds were crushed, sieved to obtain then the extract was selected. The
extracts were used to test the binding activity of the same in erythrocytes donkey (Equus
africanus asinus), sheep (Ovis aries) and rabbit (Orictolagus cuniculus). The visgueiro extract
presented AH just to sheep erythrocytes, pau-ferro presented AH just to donkey
erythrocytes and pau-d'oleo presented AH for sheep and donkey erythrocytes. Thereby
indicating the presence of these extracts lectins. However, the extracts showed no
haemagglutinating activity for rabbit erythrocytes. Lectins detected were specific for
glucose.

Keywords: Chapada Araripe, Parkia platycephala, copaifera langsdorffiiCaesalpiniaferrea.

INTRODUCAO

A Chapada do Araripe, na regiao do Estado do Ceara, destaca-se como sitio
ecoldgico. E possuidora de uma grande biodiversidade, tanto na sua flora; quanto na
sua fauna e tem trés formagdes vegetais em seu altiplano: mata umida, cerrado e
carrasco, com diversas espécies vegetais de potencial relevante que propicia a
populagao o usufruto dos recursos naturais que lhes sao oferecidos por este
patrimoénio.

Faz-se necessario um estudo mais aprofundado das plantas nativas da nossa
regiao, como € o caso do pau-ferro (Caesalpinia ferrea Mart. ex.Tul.), visgueiro
(Parkia platycephala Benth) e do pau-d'dleo (Copaifera langsdorifii Desf) que estao
entre as espécies mais cobicadas pela populagdo, em virtude de seu grande
potencial econémico (medicinal, madeireira e energetica) e de suas propriedades
fisico-guimicas.

O manejo destas espécies torna-se uma ameagca de alto risco, pelo fato de serem
individuos que podem ser eliminados por completo. Nesse caso, deixara de dar retorno
para a sociedade fitoecoldgica da regidao, uma vez que a arvore adulta passa a ser
muito utilizada como lenha na industria de cimento, olarias, ceramicas, usinas de
acucar e panificadoras. Sendo estes alguns dos mais importantes fatores que
contribuem relevantemente para uma futura extingdo da espécie.

Os compostos secundarios, entres eles a lectina (1), encontrados nas plantas, tem
a funcao de protec¢ao contra invasores como os fungos, bactérias, virus, e nematoides
{2).

As lectinas sdo proteinas de origem nao-imune, capazes de reconhecer sitios
especificos em moléculas e ligar-se reversivelmente a carboidratos, sem ocorrer
alteracao em sua estrutura (3, 4, 5, 6).

As lectinas ao interagir com as glicoproteinas (glicoconjugados) da membrana
celular podem causar aglutinagdo resultando em formacgoes de ligacdes cruzadas das
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células adjacentes (3, 7). Essa interagao € a base molecular para as varias respostas
que essas proteinas sao capazes de induzir nos mais diversos sistemas biologicos (8).

A atividade inseticida e outra propriedade biologica importante para a agricultura,
podendo se obter resultados dos efeitos deletérios e/ou probidticos in vivo (9).

Determinados receptores associados @ membrana dos hemocitos tem a
capacidade de reconhecer e aglutinar diretamente os patégenos, enquanto outros
podem induzir a ativacéao de cascatas proteoliticas (10, 11). Alguns pesquisadores
consideram a interacao lectina e carboidrato e a ativagao da cascata profenoloxidase
um dos mediadores no processo de reconhecimento de patogenos e parasitoides (12,
13, 14).

As espécies utlizadas para este estudo foram pau-ferro (Caesalpinia ferrea
Mart. ex. Tul.), pau-doleo (Copaifera langsdorffii Desf), e visgueiro (Parkia
platycephala Benth).

A Caesalpinia ferrea, Fabaceae (leguminosa), conhecida como pau-ferro, €
uma espécie secundaria com boa capacidade de regeneracao e de grande porte
(15, 16). Na construgao civil € usada, como vigas, escora, estacas e também como
lenha (17, 18, 19). Medicinalmente, adecocg¢ao do caule previne a presenca de
catarro e é cicatrizante; a casca combate a obstrucao; as raizes sao febrifugas e
antidiarreicas; o fruto tem propriedades bequicas e antidiabéticas (20, 21, 22).

A Parkia platycephala Benth, Fabaceae (leguminosa), conhecida como
visgueiro, faveira, € uma especie secundaria, com potencial paisagistico, e
forrageiro para alimentagao de ruminantes (23, 24). Sua madeira € empregada
em caxotaria, tabuas, forros, lenha e carvao (23). Alguns géneros da Parkia
apresentam compostos antioxidantes e gastroprotetores (25, 26, 27).

A Copaifera langsdorffii, Fabaceae (leguminosa), conhecida popularmente
como pau-d’'éleo, pode viver aproximadamente 400 anos e atingir medias de altura
de 32,5 metros, as suas cascas sao aromaticas, a folhagem € densa, as flores sao
pequenas e os frutos sdo secos do tipo vagem (28, 29, 30, 31). A madeira € usada
na marcenaria em geral, na industria civil, naval e na fabricagdao de carvao (32, 33,
34, 35).

Esta pesquisa teve como objetivo detectar a presenga de lectinas através da
atividade hemaglutinante com eritrocito por meio da utilizagdo de extratos de sementes
de Parkia platycephala Benth., Copaifera langsdorffii Desf., e Caesalpinia ferrea mart.

ex. Tul.
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MATERIAL E METODOS
Coleta de material

Foram utilizadas 200g de sementes quiescentes de visgueiro (Parkia
platycephala Benth), Pau-d'dleo (Copaifera Langsdorffii Desf) e pau-ferro (Caesalpinia
ferrea). As sementes foram coletadas do banco de sementes da Casa do Guarda na
Chapada do Araripe no ano de 2014.

Os eritrocitos foram obtidos do sangue de jumento (Equus africanus asinus),
carneiro (Ovis aries) e coelho (Orictolagus cuniculus). Todos os doadores eram adultos
e aparentemente saudaveis, cedidos pelo matadouro publico de Juazeiro do Norte e
pelo Centro de Zoonoses de Crato-CE. O carboidrato utilizado foi a glicose.

Processamento das sementes

Foi selecionada 200g de sementes de cada espécie, visgueiro, pau-d'dleo e
pau-ferro, livres de tegumento, sofreram um processo de lavagem em agua
corrente, seguida de agua destilada e foram deixadas para secar em temperatura
ambiente. Apos o0 processo de secagem, as sementes foram armazenadas em
frascos de vidro, em temperatura de -4 °C, até o momento do uso.

Quando necessario as sementes de visgueiro, pau-d'oleo e pau-ferro foram
trituradas em um motor de indugao monofasico, adaptado para triturar sementes e,
em seguida, o produto obtido era passado através de uma peneira de malha 20 mesh.
O material foi entdo guardado em frascos de vidro, a uma temperatura de -4°C.

Coleta de sangue

As amostras de sangue do jumento (Equus africanus asinus), carneiro (Ovis
aries) e coelho (Orictolagus cuniculus), foram coletadas por pungao venosa e
adicionados a solugao de Alsever, preparada de acordo com Bukantz (36), em uma
proporgao de 1 volume de sangue, para 1,6 volume de solugao Alsever.

A referida solugao continha dextrose (2,05g), citrato de sodio (0,8), cloreto
de sodio (0,42g), acido citrico (0,055g) e agua destilada, para um volume final de 10ml.

Obtencao dos eritrocitos

As amostras de sangue preparadas foram centrifugadas em centrifuga de
bancada a 1300 x g, por 15 min. O sobrenadante foi desprezado e os eritrocitos foram
lavados 4 vezes em NaCl 0,15M através de centrifugagdes a 1300 x g, por min. Foi utilizado
1 volume de sangue para 6 volumes de NaCl a 0,15M, uma suspensao de eritrocitos
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frescos a 2,5% (v/v) em NaCl 0,15M. Foi preparada os ensaios de aglutinagéo,
utilizando-se as células no mesmo dia da coleta de sangue..

Extracao de lectinas

A preparacgao de extrato a partir de sementes de visgueiro, pau-d'oleo e pau-
ferro, foram submetidos a um teste prévio para a verificagao de melhor condigao de
preparagao dos extratos. A extragao a 10% (p/v) em NaCl a 0,15M, foram procedidas
por 1, 2, 3 e 4 horas, sob agitagao constante, em temperatura ambiente a 4°C. As
misturas assim obtidas, foram filtradas em gaze e, em seguida, centrifugadas a 4000
X g, por 15min. Os sobrenadastes, que correspondem aos extratos, foram
cuidadosamente armazenados a -20°C, para posterior determinacao da atividade
hemaglutinante (AH).

Armazenamento das lectinas

As lectinas autoctones, em solugao foram armazenadas a - 20°C.

Atividade Hemaglutinante

Para a determinacdo da AH foram utilizadas placas de microtitulagao
contendo 8 fileiras, de doze pogos cada, nos quais foram colocados, com um
pipetador automatico 50ul de uma solugao de NaCl 0,15M. Em seguida, foram
colocados 50pl de extrato ou solucao de lectina (1 mg/ml) no segundo pogo, agitou-
se, transferiu-se 50yl para o pogo seguinte e assim sucessivamente, até o
ultimo pog¢o. Quando necessario, prosseguiu-se a diluicdo na fileira seguinte.
Terminadas as diluicbes das amostras, foram adicionados 50ul da suspensao de
eritrocitos a 2,5% (v/v) em NaCl 0,15M. As placas foram mantidas em repouso por
45min a 28°C quando se fazia a leitura da AH, que corresponde a ultima diluicao
gue apresentava a hemaglutinagao em relagao ao controle, e o titulo corresponde

ao inverso da AH.

Ensaio de Inibicao da Atividade Hemaglutinante por Carboidrato

Em placa de microtitulagao foram adicionadas 50 pl de solug&o contendo glicose
cujas concentragdes variam de 200 a 0,15 nM, em NaCl 0,15M. Em seguida, foram
adicionadas ao segundo pogo, 50ul do extrato a 10%(p/v), ambos em NaCl 0,15M,
procedendo-se as diluicbes até o 12° pogo. As placas foram mantidas em repouso
por 20min. e adicionou-se 50l de uma suspensao a 2,5% (v/v) de eritrocitos de
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jumento (Equus africanus asinus), carneiro (Ovis aries) e coelho (Orictolagus
cuniculus)em todos os pogos da placa, em temperatura ambiente, por 45min, quando
foi determinada a AH. Os controles utilizados constaram de 50 pl da solugao
contendo o carboidrato e 50 ul de suspensao.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O extrato de visgueiro apresentou atividade hemaglutinante para eritrocitos fresco
(sem tratamentos) de Ovis aries (carneiro). Apresentando atividade hemagiutinante igual
a 2 para o extrato obtido no intervalo de 1 hora e atividade hemaglutinante de 64 para o
extrato obtido no intervalo de 4 h. Enquanto que nos intervalos de 2 e 3 h nao
apresetaram AH. Com relagao aos eritrocitos de jumento (Equus africanus asinus)e
coelho (Orictolagus cuniculus)os extratos de visgueiro obtidos nos intervalos de 1, 2, 3 e
4 horas nao apresentaram atividades hemaglutinante (Figura 1).
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Figura 1.Atividade hemaglutinante para eritrécitos fresco (sem tratamentos) de carneiro (Ovis aries),
jumento (Equus africanus asinus), e coelho (Orictolagus cuniculus) frente ao extrato de visgueiro
(Parkia platycephala Benth) nos intervalos de 1 a 4 horas.

Em experimentos realizados com eritrocitos humanos e de coelho, a
Parkiaplatycephala nao desenvolveu atividade hemaglutinante para eritrocitos
humanos e desenvolveu AH para hemacias de coelhos (37).

Os extratos de pau-ferro obtidos no intervalo de 2 e 4 h apresentaram atividades
hemaglutinantes para eritrocitos de jumento (Equus africanus asinus). Para o extrato
obtido em 2 h a atividade hemaglutinante foi AH = 128, enquanto o extrato obtido no
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intervalo de 4 h a AH = 2. Para os intervalos de 1 e 3 h nao apresentou AH. Para os
outros eritrocitos os extratos utilizados nao apresentaram aglutinagao (Figura 2).
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Figura 2. Atividade hemaglutinante para eritrocitos fresco (sem tratamentos) de cameiro(Ovis aries),
jumento (Equus africanus asinus)e coelho (Orictolagus cuniculus) frente ao extrato de pau-ferro
(Caesalpinea ferrea Mart. ex. Tul.) nos intervalos de 1 a 4 horas.

Em experimentos com a Caesalpinia ferrea utilizando eritrocitos de humanos,
coelho e feto bovino houve uma inibigao parcial da atividade hemaglutinante, sendo os
melhores resultados em Escherichia colie Colletotrichum gloesporioide(38).

O extrato obtido de pau-d'6leo aglutinou com eritrocitos de carneiro (Ovis aries)
aAH = 04 intervalo de 4 h, AH = 2 para os intervalos de tempo de 2 e 3 h e nao
aglutinou no intervalo de 1 h. Para os eritrocitos de Equus africanus asinus (jumento)
apresentou maior AH = 64 para o extrato obtido durante 2 horas, AH = 32 no intervalo de 1
h e AH = 2 nos intervalos de 3 e 4h, porém n&o apresentou atividade hemaglutinante para
eritrocitos de coelho (Orictolagus cuniculus) (Figura 3).
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Figura 3. Atividade hemaglutinante para eritrocitos fresco (sem tratamentos) de carneiro(Ovis aries),

jumento (Equus africanus asinus)e coelho (Orictolagus cuniculus) frente ao extrato de pau-
d'oleo (Copaifera langsdorffii Desf) nos intervalos de 1 a 4 horas.

Ensaios para determinar a inibigdo da AH foram realizados apenas para o extrato
P. platycephala. A inibigdo foi efetuada com solugao de glicose. O extrato a 10 % (p/v)
em NaCl 0,15 M fai inibido totalmente por glicose, nas concentracdes de 3,1 a 200 mM;
logo a lectina de P. platycephala é especifica para este carboidrato.

A maioria dos estudos corn lectinas da familia Leguminosae envolve membros da
sub-familia Papilionoideae, enquanto que investigagdes sobre lectinas de outras duas
sub-farmilias, Caesalpinoideae e Mimosoideae, sdao escassas. Até o momento,
nenhuma informagao estrutural de lectina de Mimosoideae foi publicada. O género
Parkia € considerado urn dos mais primiitvos das leguminosas, compreendendo cerca
de 30 especies. A planta de Parkia platycephale Benth € uma importante forrageira que
cresce no Nordeste do Brasil. A lectina de Platycephala (PPL) pertence ao grupo
especitico por glicose-manose e oligomanosideos com ramificagées a 1-3 e a 1-6, sao
seus melhores inibidores (39, 40).

CONCLUSAO

ApoOs a realizagao desta pesquisa, conclui-se que:
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e Foi possivel a detecgao de atividade hemagluninante para os extratos de
visgueiro (Parkia platycephala Benth), pau-d'dleo (Copaifera Langsdorffii
Desf) e pau-ferro (Caesalpinia ferrea).

e Os testes de inibicao da atividade hemaglutinante das lectinas de visgueiro
(Parkia platycephala Benth), foram positivos indicando que a referida lectina
e especifica para glicose.

e O meétodo utilizado para detectar a presenca de lectina € simples e pode ser
utilizado para uma abordagem da presenca de lectinas em plantas nativas da
Chapada do Araripe.
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