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RESUMO

A vegetacdo da Caatinga, bioma inserido na regido semidrida, € bastante diversificada. Dentre
as espécies dessa regido encontram-se representantes do género Handroanthus (sin. Tabebuia)
de reconhecido valor medicinal, cujas acbes farmacoldgicas indicam a possivel presenca de
lectinas, uma classe de proteinas com ampla aplicacdo biotecnoldgica. Nesse sentido, o
trabalho teve como objetivo detectar atividade lectinica em plantas do género Handroanthus
(sin. Tabebuia), bem como purificar parcialmente amostras letinicas, caracterizar e avaliar a
resposta inflamatdria de uma fracéo proteica obtida a partir de sementes de H. impetiginosus,
em modelo de edema de pata e migracdo de leucdécitos para a cavidade peritoneal em ratos. As
farinhas obtidas de sementes de H. caraiba e H.impetiginosus foram submetidas a extragdes a
10% (p/v) em solucdo salina (NaCl 0,15 M) e em solucBes tamponantes; os extratos brutos em
NaCl (EB) foram submetidos a ensaios de atividade hemaglutinante (AH) com eritrécitos
glutarizados de coelho e humanos (grupo ABO) e a precipitacdes proteicas utilizando sulfato
de amonio. Os resultados sugerem que as preparacdes obtidas a partir das espécies do género
Handroanthus avaliadas possuem lectinas, uma vez apresentaram atividade lectinica. O
melhor resultado foi obtido com o EB de H.impetiginosus em NaCl 0,15 M, que exibiu AH:
32.768 com eritrécitos de coelho; as fragdes proteicas foram também submetidas a ensaios
de AH, dosagem de proteinas e eletroforese SDS-PAGE. Em eletroforese a 12 %, as amostras
ndo tiveram seu perfil de bandeamento definido. A fracdo proteica obtida por fracionamento
na saturacdo de 0-30%, denominada F1Hi, exibiu elevada AH e alto teor protéico; por isso,
foi avaliada quanto ao perfil cromatografico; em cromatografia em suporte de quitina, F1Hi
apresentou pico adsorvido e eluido com acido acético 1 M, o qual apresentou AH, sugerindo a
presenca de lectinas com potencial interacdo com a quitina por especificidade para N-
acetilglicosamina. F1Hi foi avaliada quanto ao potencial pré-inflamatério; em ensaio de
edema de pata induzido por carragenina, F1Hi apresentou acdo pré-inflamatoria apos a 12
hora. No ensaio de peritonite para contagem de células totais, os grupos tratados com F1Hi
apresentaram acao pro-inflamatéria similar a carragenina, apos a 12 e 32 hora; entretanto, apds
a 62 hora houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo tratado com F1Hi e 0
grupo tratado com carragenina, indicando que F1Hi atua de forma diferente da carragenina
sobre a inducdo da migracdo leucocitéaria. A partir de todos os resultados obtidos, é sugerido
que F1Hi contém lectinas biologicamente ativas em sua composicdo e que estas biomoléculas
podem estar envolvidas com a agdo pro-inflamatoria apresentada pela preparagéo.

Palavras-chave: Handroanthus, Inflamacéo, lectinas, atividade bioldgica, extracéo proteica.
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1 INTRODUCAO

O emprego das plantas medicinais, envolve tanto as formas mais simples de
tratamento local, quanto as formas tecnoldgicas sofisticadas usadas pela industria
farmacéutica (LORENZI e MATQOS, 2008), como os fitoterapicos, remédios a base de plantas
(BARNES et al., 2005). O potencial terapéutico desses vegetais pode ser decorrente de
estimulos do ambiente, sejam eles fisicos, quimicos ou bioldgicos, que podem influenciar na
composicdo quimica desses vegetais. Tais fatores podem ser a fertilidade do solo, umidade,
radiacdo solar, vento, temperatura e poluicdo, além de interacbes com outras plantas, animais
e micro-organismos (ALVES, 2001).

Na composicdo quimica das plantas, estdo os metabolitos priméarios essenciais como
celulose, lignina, proteinas, lipideos, carboidratos. Ocorrem também os metabdlitos
secundarios, que auxiliam em funcdes como a defesa das plantas (ALVES, 2001).

Do ponto de vista molecular, o potencial terapéutico das plantas esta relacionado a
presenca de constituintes resultantes do metabolismo secundario, como flavondides,
glicosideos e alcaldides, e resultantes do metabolismo priméario, como enzimas (FITCHES et
al., 2004), inibidores de tripsina (LALITHA et al., 2005) e lectinas, os quais conferem
resisténcia e defesa as plantas contra microrganismos, insetos e animais herbivoros, assim
como sdo fonte proteica de reserva de nitrogénio (WANG et al., 2001).

As lectinas sdo definidas como proteinas de origem ndo imunoldgica que ligam a
carboidratos livres ou conjugados a superficies celulares, atraves de sitios de ligagdo nos quais
o carater hidrofébico é a principal forca de interacdo (KENNEDY et al.,1995). Estdo
amplamente distribuidas na natureza, sendo principalmente isoladas de plantas. S&o
importantes na area bioldgica, medica e biotecnoldgica por suas propriedades estruturais e
tambem farmacologicas, atuando como mitogénicas, antiinflamatorias, toxicas, cicatrizantes,
aglutinantes, antimicrobianas, imunomoduladoras, entre outras agdes (LI et al., 2008; SILVA
etal., 2009; PAUL et al., 2009; SILVA et al., 2011).

Lectinas de origem vegetal tém demonstrado a capacidade de ativar células do sistema
imune de mamiferos, principalmente as que possuem especificidade para monossacarideos
(BENTO et al., 1993; BENJAMIN et al., 1997; ALENCAR et al., 2003; PEREIRA, 2013).
Vérios organismos possuem lectinas que induzem a migracdo de neutréfilos e células
monoclonais in vivo em modelos de inflamagdo em camundongos e ratos (OLIVEIRA et al.,

1994; FREIRE et al., 2003). Nesse sentido, pesquisas que investiguem essas interagdes, que
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desencadeiam multiplos efeitos bioldgiocos, sdo de grande relevancia. Além disso, o estudo
da espécie Handroantuhs impetiginosus como agente pré-inflamatério podera ser til para
uma maior compreensdo da interacdo lectina e resposta inflamatdria, pelo fato de existir
interacdes via estruturas glicanas envolvendo o processo de de reconhecimento.

O género Handroanthus (sin. Tabebuia) possui variedades de espécies, as quais sdo
encontradas em todas as regifes do Brasil. J& foram relatados vérios estudos sobre suas
propriedades bioldgicas e medicinais, como antiinflamatdrias, antiulcerogénicas, inibidoras de
infeccdes, antiflngicas, diuréticas, adstringentes, Gteis no tratamento de impetigo e contra
alguns tipos de cancer, lupus, doenca de Parkinson, psoriase e alergias (FERREIRA JUNIOR
etal., 2001; LORENZI e MATQOS, 2008; TWARDOWSCHY, et al., 2008; SUQO et al., 2012;);
todas essas propriedades podem envolver reconhecimento de superficies celulares e, por isso,
podem ser indicativas de presenca de lectinas nesses vegetais.

A descoberta de novas lectinas como ferramentas biotecnoldgicas aplicaveis no ambito
imunolégico, bioquimico e farmacéutico é de grande importancia para o desenvolvimento do
conhecimento cientifico e desenvolvimento de novos produtos. Assim, € relevante detectar
atividade lectinica em preparacdes obtidas de Handroanthus impetiginosus e Handroanthus
caraiba, bem como atividade pro-inflamatéria de amostras proteicas de Handroanthus

impetiginosus.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 LECTINAS

2.1.1 Histérico

O primeiro estudo sobre lectinas foi feito em 1888 por Hermann Stillmark, utilizando
um extrato bruto de sementes de Ricinus communis (mamona). Esse extrato apresentou
aglutinacdo com diferentes tipos de eritrocitos; a proteina responsavel por esse fenémeno foi
denominada ricina (GABOR et al., 2001). Pouco tempo depois em 1891, outra aglutinina foi
descoberta por Hellin, a partir de extratos toxicos de sementes de Abrus precatorius
(jequeriti), sendo denominada abrina (KENNEDY et al., 1995).

Desde o ano de 1936 relatos foram registrados com a lectina ConA de Canavalia
ensiformis (L.) DC., de que a aglutinacdo desenvolvida por essas moléculas poderia ser
inibida por carboidratos especificos (ZATTA; CAMMINGS, 1992). A interacdo proteina-
carboidrato foi descrita em 1952, por Watkins e Morgan (VAN DAMME et al., 1998). As
primeiras denominacdes para essas proteinas foram aglutininas, hemaglutininas,
fitohemaglutininas ou fitoaglutininas (SHARON; LIS, 1998). Em 1954, Boyd e Shapleigh
designaram o termo lectina (original do latim “lectus”, que significa escolhido, selecionado)
para um grupo de proteinas que apresentam a caracteristica comum de interagir de forma
seletiva com carboidratos, comprovando a sua capacidade de aglutinar grupos sanguineos
(MALLER et al., 2002).

As lectinas tém atraido enormemente o interesse de pesquisadores de diversas areas,
como na biologia, medicina e biotecnologia, devido justamente a particularidade em se
ligarem especificamente a carboidratos e agirem como mediadores de reconhecimento celular
numa variedade de sistemas (TAVARES et al., 1996).

2.1.2 Definicéo

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que possuem origem ndo imunologica e
apresentam dois ou mais sitios de ligacdo, com 0s quais sdo capazes de interagir
reversivelmente com carboidratos ou glicoconjugados (Figura 1) (GOLDSTEIN et al.,1980;

SHARON; LIS, 2004). Tais carboidratos podem ser livres ou residuos de polissacarideos,
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glicoproteinas ou glicolipideos livres ou conjugados & membranas celulares (MONZO et al.,
2007).

Carboidrato 2

Sitio de ligacio 2 T

|
I
Sitio de ligacao 1 l l

Carboidrato 1 Processo de ligacio
concluido

Figura 1 - Ligacdo da lectina com carboidratos (Fonte o Autor).

Na definicdo, a énfase atribuida a origem ndo imune das lectinas auxilia na distingdo
de anticorpos anticarboidratos que aglutinam células. Os anticorpos séo estruturalmente da
mesma natureza, enquanto as lectinas possuem diferencas entre si quanto a composicdo
aminoacidica, requerimento de metais, peso molecular e estrutura tridimensional (MOREIRA
etal., 1990).

A partir de analises cristalogréficas de raios-X, € possivel esclarecer a estrutura de
proteinas e seus grupamentos quimicos e quais os tipos de ligagdes que as formam
(TAVARES et al., 1996). Como descrito por Kennedy et al. (1995), os sitios ativos de ligacéo
carboidratos presentes na lectina interagem com o carboidrato especifico pelo mecanismo de
chave-fechadura; Schwarz et al.(1993) e Drickamer et al. (1998) complementaram que essas
interacdes acontecem atraves de pontes de hidrogénio, coordenacfes metalicas, interacfes de
van der Walls e interacdes hidrofobicas (YOSHIZUMI et al.,1999).

2.1.3 Detecgdo e Especificidade

As lectinas podem se apresentar em solucdo ou ligadas a membrana celular
(FLEMMING et al., 1992). Numa amostra, a presenca de lectinas pode ser facilmente
detectada a partir de ensaios de aglutinacdo, nos quais essas proteinas interagem com as
células, a partir dos seus sitios de ligacdo, formando ligacGes reversiveis entre células opostas
(Figura 2).
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Carboidrato de Membrana celular

/ Lectina Eritrécito
| —\ |

Figura 2 - Rede de hemaglutinacdo de eritrocitos formada por lectinas (Fonte: O Autor).

Para a deteccdo da atividade lectinica, o ensaio de hemaglutinacdo é o mais
comumente utilizado, pois permite uma visualizacdo dessa propriedade de aglutinacdo de
eritrocitos por lectinas (SILVA, 2004). As células utilizadas nesse ensaio podem ser de
origem humana ou de outros animais, como ratos e coelhos; podem ser células frescas
(SAMPAIO et al., 1998; MO et al., 2000) ou tratadas quimicamente ou enzimaticamente
(KABIR, 1998; NOMURA et al., 1998; COELHO e SILVA, et al., 2000; DINH et al., 2009).
A presenca de um ou mais carboidratos especificos, em concentracdes determinadas, podem
se ligar a lectina e impedir a aglutinacéo de células (RATANAPO et al., 1998), um fendmeno
chamado de inibicdo, no qual pode-se confirmar que a atividade de hemaglutinacéo é devido a
presenca de lectinas (SILVA, 2004).

A especificidade das lectinas é determinada pela conformacdo exata dos sitios de
ligagdo e da natureza dos residuos de aminoacidos envolvidos na ligagcdo ao carboidrato.
Dessa forma, pequenas alteragdes na estrutura dos sitios de ligacdo, como por exemplo, a
substituicdo de apenas um ou dois residuos de aminodcidos, podem resultar em alteracbes
significativas na especificidade da lectina, no entanto, sem afetar a estrutura tridimensional da
proteina (SHARON; LIS, 1998).
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2.1.4 Distribuicao e Classificagio

Ja foram relatadas lectinas presentes em uma ampla variedade de organismos, como
plantas, virus, bactérias, fungos, invertebrados, insetos e organismos simbidticos como
liguens (KENNEDY et al., 1995; VIJAYAN; CHANDRA, 1999; SILVA, 2004; ). Nas
plantas, as lectinas tém sido encontradas em diferentes familias e diferentes tecidos de uma
mesma espécie (CHRISPEEL; RAIKHEL, 1991). O grupo das lectinas é bastante
heterogéneo, apresentando diferenciacdes na especificidade, estrutura molecular e atividade
biologica (ELGAVISH et al., 1997).

A classificacdo pode ser feita de acordo com a especificidade de interagdo ao
carboidrato, pertencendo ao grupo glicose/manose especificas (CORREIA; COELHO, 1995;
NOMURA et al., 1998, PIMENTEL, 2009), grupo fucose, grupo galactose/N-
acetilgalactosamina, grupo acido sialico ou grupo glicanos complexos (PIMENTEL, 2009).

Na maioria das lectinas de leguminosas, ha a necessidade de ions metalicos carregados
positivamente (Ca*?, Mn*? ou outro metal de transicdo) para ajudar a manter a estrutura
terciaria em uma conformacéo favoravel para a ligacdo ao carboidrato (LIENER, 1980; VAN
DAMME et al., 1998; AUDETTE et al., 2000).

As lectinas também podem ser classificadas de acordo com sua estrutura molecular;
merolectinas, que apresentam um Unico sitio ligante para carboidratos (PEUMANS; VAN
DAMME, 1995; DRICKAMER, 1998), sdo formadas por um unico polipeptideo e incapazes
de aglutinar células (SILVA, 2004). E ainda, de acordo com Peumans e Van Damme (1995)
as hololectinas, as quais apresentam apenas dominio de ligacdo para carboidrato, entretanto
possuem dois ou mais sitios de ligacdo, compreendendo a maior parte das lectinas de plantas;
guimerolectinas, as quais possuem dominio ligante a carboidrato e um outro dominio com
atividade bioldgica ndo relacionada; superlectinas, que possuem dois ou mais dominios de

ligag&o estruturalmente diferentes, que reconhecem carboidratos distintos.

2.1.5 Purificacéo

Para se estudar uma proteina em detalhes € necessario separa-la de outras proteinas

em sua forma pura, sendo necesséria a utilizacdo de métodos classicos e modernos explorando
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as caracteristicas variadas das proteinas como tamanho, carga e propriedades de ligagdo
(NELSON; COX, 2013).

No processo de purificacdo de lectinas, em especial as de origem vegetal, € feita a
extracdo proteica em solucdo salina (KAWAGISHI et al., 2001) ou solucdo tampédo
(TRIGUEIROS et al., 2003). O material vegetal é adicionado a solu¢do em concentracdes e
tempo determinado, sob agitagdo constante (SILVA, 2004). Posteriormente, € realizada a
purificacdo parcial a partir dos extratos com atividade lectinica pelo procedimento de
fracionamento salino seguido de dialise exaustiva (KENNEDY et al., 1995), onde as
propriedades fisico-quimicas das proteinas sdo de fundamental importancia (PIMENTEL,
2009).

Outro método utilizado para o isolamento de proteinas é a cromatografia; o qual
explora as propriedades moleculares da proteina e podem ser de tipos variados, como de
exclusdo molecular, de troca ionica e de afinidade (PESSOA JR. e KILIKIAN, 2005).
Existem protocolos que combinam diferentes métodos cromatograficos para a purificacdo
total da proteina (WANG; NG, 2003).

2.1.6 Aplicaces Biotecnologicas

Por apresentarem propriedades caracteristicas, as lectinas sdo de grande importancia
na area da bioquimica, da biologia celular, da medicina e da imunologia (SILVA, 2004).
Essas moléculas desempenham diversos efeitos sobre a célula como aglutinacdo (SILVA,
2004), induzir respostas pré ou anti-inflamatérias (QUEIROZ, 2008; BEZERRA, 2012),
efeito antinociceptivo por via oral (VIANA et al., 2002; NEVES et al., 2007). Também foram
relatados estudos usando lectinas na diferenciacdo de tumores malignos e benignos e na
definicdo do grau de glicosilacdo associado a metafase (LIU et al., 2010), na histoquimica
para avaliacdo da superficie celular de tecidos (BANDEIRA et al., 2011) e no diagndstico
de patologias cerebrais, como mudangas degenerativas convencionais (CARVALHO, et al.,
2011).

Essas sdo apenas algumas das aplicagOes relatadas para as lectinas, sendo de grande
importancia investir no estudo quanto a purificacdo e aplicacbes de novas lectinas. Em
especial, plantas utilizadas pela medicina popular com variadas aplicacbes farmacologicas,
como as do género Handroanthus, as quais a partir da deteccdo dessas proteinas elas
poderiam ser isoladas e posteriormente associar o potencial da farmacoldgico da planta a
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proteina.Com o auxilio da biotecnologia essas proteinas (bioprodutos) futuramente poderiam
ser aplicada no mercado farmacoldgico.

2.2 PLANTAS DO GENERO Handroanthus (sin. Tabebuia)

A grande variedade de espécies do género Tabebuia apresentam flores amarelas e com
variagOes de roxo; sdo todas angiospermas da familia Bignoneaceae, e foram classificadas
como pertencentes do género Handroanthus, Este género € composto por arvores deciduas de
grande porte que apresentam ocorréncia em todas as regides do Brasil (LORENZI, 2008).

As espécies do género Handroanthus sao, H. chrysotrichus (Mart. Ex A. DC.) Mattos,
H. ochraceus (Cham.) Mattos, H. umbellatus (Sond.) Mattos, H. vellosoi (Toledo) Mattos, H.
heptaphyllus (Vell.) Mattos, H. roseo-albus (Ridl.) Mattos, H. serratifolius (\Vahl) S.O. Grose,
H. impetiginous (Mart. Ex DC. Mattos, Handroanthus caraiba (Mart.) Mattos, sendo as duas
ultimas (Figura 3) bastante encontradas no Nordeste do Brasil. Todas elas s&o conhecidas

como “ip€”, tendo variagdes apenas nas terminagdes da sua denominagdo (LORENZI, 2008).

Figura 3 - Espécies do género Handroanthus (sin. Tabebuia). Handroanthus impetiginosus
(Mart.) Ex DC. Mattos (A) e sua inflorescéncia (Al); Handroanthus caraiba (Mart.) Mattos
(B) e sua inflorescéncia (B1). (Fonte: http://florademisiones.
blogspot.com.br/2010/02/androanthus-heptaphyllus.html; http://plantearvore.org.br/photo/ipe-
roxo-do-grande; http://www.flickr.com/photos/mercadanteweb/8018336483).
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De acordo com Lorenzi e Matos (2008) na literatura etnoboténica, as cascas de
Handroanthus impetiginous sdo usadas pela medicina popular na forma de chd como
antiinfeccioso, antifangico, diurético, adstringente, no tratamento de impetigo e contra alguns
tipos de cancer, lGpus, doenca de Parkinson, psoriase e alergias. H. avellanedae tem sido
relatada por possuir atividade antiinflamatoria (SUO et al., 2012; FERREIRA JUNIOR et al.,
2001) e antiulcerogénica (TWARDOWSCHY, et al., 2008).

2.2.1 Handroanthus impetiginosus

A espécie Handroanthus impetiginosus (Tabebuia impetiginosa) conhecida
popuparmente com Ipé roxo é uma arvore encontrada com frequéncia em florestas tropicais
no Nordeste, Sudeste e Centro-oeste brasileiros, na Caatinga, Mata Atlantica e Cerrado
(LORENZI, 2008). O "Taheebo", designacéo para a sua casca roxa, tem sido tradicionalmente
usado para varias aplicacGes etnofarmacoldgicas. Ha mais de 1.000 anos a casca interna tem
sido utilizada como um dos primeiros medicamentos pela tribo Callawaya, e seu cha é muito
utilizado para o tratamento de uma variedade de doencas inflamatorias de pele como eczema,
psoriase, infecgdes flungicas e para diminuicdo dos sintomas do cancer de pele (DE
SANTANA et al., 1968; HASHIMOTO, 1996; WOO, et al., 2005). Segundo Lorenzi e Matos
(2008), as cascas de H. impetiginosus sao usadas pela medicina popular na forma de cha, com
propriedade antiinfecciosa, antifungica, diurética, adstringente, no tratamento de impetigo,
contra alguns tipos de cancer, lUpus, doenca de Parkinson, psoriase e alergias.

Em andlises fitoquimicas, furano naftoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas,
derivados do &cido benzdico, derivados de benzaldeido, iridoides, cumarinas e flavonoides
foram isolados e identificados (KIM et al., 2007; UEDA et al.,, 2013). Glicosideos
fenilpropandides foram tambeém isolados do extrato em agua fervente e apresentaram
atividade antioxidante (LOPEZ-MUNGUIA et al., 2011; BOOKE et al., 2012; ABDEL-
MAGEED et al., 2012; SUO et al., 2013).

2.2.2 Handroanthus caraiba
De acordo com o Centro Nordestino de Informacdes sobre Plantas da Associacéo

Plantas do Nordeste a H. Caraiba (Tabebuia caraiba) é comumente conhecida como “craibeira”

ou “caraiba”. Seu nome ¢é de origem indigena (carayba-lenho, forte e duro). Também classificada
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como Tabebuia caraiba, é caracteristica da vegetacdo da Caatinga e do cerrado em altitudes ao
nivel do mar até 1500 m; nos tabuleiros do litoral e da chapada do Araripe; e encontrada
pricipalmente nas florestas ciliares em solos aluvionais da zona seca de Pernambuco, Paraiba, Rio
Grande do Norte e Ceara, especialmente nos terrenos arenosos profundos do baixo Seridd apesar
de ocorrer também nas margens pedregosas dos rios dessa regido no RN (CniP PNI, 2014).

De acordo com a medicina popular, suas raizes sdo usadas contra gripe, resfriados e
tosses, como cha, por decoccdo ou infusdo; as cascas apresentam propriedades febrifugas e
depurativas (MARONI et al., 2006).

2.3 INFLAMACAO

A inflamacgdo é um processo complexo, produzido por alteracfes tissulares mediante
uma lesdo causada, por exemplo, por agente infeccioso, substancias quimicas, calor ou
traumatismos (BATISTA et al., 2012). Esse processo pode ser dezenvolvido por diversos
agentes, dentre eles, fisicos, quimicos ou bioldgicos, que vdo ocasionar alteracBes na
membrana celular desencadeando a ativacdo da fosfolipase A2, assim como também a
liberacdo de &cido araquidénico, PAF-acéter e enzimas lisossdbmicas (POTT JUNIOR e
LOPES, 2014).

Durante o processo inflamatério os tecidos atingidos liberam diversas substancias
desencadeando respostas secundarias, sendo as principais, vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e recrutamento, migracao e ativacdo de leucdcitos; estes ultimos sao
responsaveis pela producédo de citocinas e de espécies reativas de oxigénio (ROS) bem como
pela realizacdo de fagocitose no tecido. Essa resposta tem como objetivo inicial eliminar,
neutralizar ou isolar o agente responsavel pela inflamacdo, promovendo a restauracdo dos
tecidos atingidos pela lesdo e pelo processo infamatdrio em si (ABBAS et al., 2005).

A inflamacdo pode ser categorizada em aguda, cronica ou transitoria. Nesta ndo ha
dano tecidual ocasionado pelos nociceptores (LOESER e MELZACK, 1999); na inflamacéo
aguda ocorre um aumento de permeabilidade vascular, juntamente com dilatagéo,
agrupamaneto de leucdécitos e dor (POTT JUNIOR e LOPES, 2014); na categoria crénica o
processo pode durar até meses, em que a destruicdo tecidual e reparo do mesmo ocorrem
simultaneamente de corrente da presenca de macrofagos e linfécitos, assim como a
ocorréncias de proliferacdo celular, fibrose e necrose tecidual (SHERWOOD e TOLIVER-
KINSKY, 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Detectar atividade lectinica em amostras obtidas de diferentes tecidos vegetais de
Handroanthus impetiginosus e Handroanthus caraiba, bem como avaliar a atividade pro-

inflamatdria de amostras proteicas de Handroanthus impetiginosus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Extrair proteinas de sementes de Handroanthus caraiba e Handroanthus
impetiginosus;

o Detectar a presenca de atividade lectinica em extratos;

o Caracterizar as amostras com atividade lectinica quanto a especificidade e perfil
proteico;

o Purificar parcialmente as amostras lectinicas de H.impetiginosus;

o Potencialmente, purificar lectina(s) de H.impetiginosus;

o Avaliar efeito in vivo de amostras proteicas sobre edema de pata induzido por carragenina,;

o Awvaliar a migracdo leucocitaria induzida por amostras proteicas.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO E PURIFICACAO PARCIAL

Especimes de Handroanthus caraiba (Mart.) e Handroanthus impetiginosus (Mart. Ex
DC.) Mattos foram coletadas e comparadas com as cole¢des do acervo do Herbario Dardano e
Andrade-Lima, do Departamento de Ciéncias Vegetais da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido — UFERSA, com o0 nOmeros de registto MOSS7118 e MOSS3007,
respectivamente. As sementes foram coletadas, selecionadas, limpas, secas em temperatura
ambiente e trituradas.

As farinhas foram submetidas a extragdes em solucdo salina (NaCl 0,15 M) e em
solucBes tamponantes a 10% ( p/v). Foram utilizados tampao fosfato de sodio e tampao citrato
fosfato, ambos em NaCl a 100mM, (pH 6,0; 7,0; 8,0 e pH 6,2; 7,5; 8,2, para H. caraiba e
H.impetiginosus, respectivamente); seguidas de filtacdo em gaze e centrifugacdo refrigerada
(8000 rpm , 20 min).

O extrato bruto de H. impetiginosus em NaCl (EB), obtido ap6s centrifugacdo foi
submetido a fracionamentos salinos utilizando sulfato de amdénio para precipitacdo proteica.
As concetracdes salinas do EB foram estabelecidas inicialmente para 30% (p/v), submetida a
agitacdo constante durante 4h em temperatura ambiente seguidos de centrifugacéo (8000 rpm,
20 min) e dialise exaustiva em membranas semipermeaveis (a 4°C, contra agua destilada por
2h, em seguida contra NaCl 0,15 M por 3h, com duas trocas). A metodologia foi repetida
utilizando o sobrenadante oriundo da centrifugacdo para as concentracdes de 30-60% e em
seguida 60-90%. Para H. impetiginosus o EB também foi fracionada & concentracdo salina de
80% (p/v). As fracGes proteicas precipitadas foram ressuspendidas em NaCl 0,15M
(denominadas F1Hi, F2Hi, F3Hi e F4Hi, respectivamente as saturagoes).

4.2 ENSAIOS DE ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE (AH)

Para deteccdo de atividade lectinica, as amostras proteicas foram submetidas a ensaios
de atividade hemaglutinante (AH) em placas de microtitulacdo (CORREIA e COELHO,
1995). Foram feitas diluicdes seriais das amostras em NaCl 0,15 M, seguidas da adigdo de

eritrocitos em suspenséo de 2,5 %, tratados com glutaraldeido; o titulo da AH foi determinado
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como o inverso da maior diluicdo com total aglutinacdo, apds 45 min de repouso. AH
especifica foi determinada como a AH dividida pela concentragdo proteica (mg/mL). Foram
utilizados eritrécitos humanos ou eritrdcitos de coelho, tratados com glutraldeido baseado na

metodologia de Bing e colaboradores (1967).

4.3 ENSAIOS DE INIBICAO DA AH

Para determinacdo de especificidade lectinica, em placas de microtitulagdo foram
feitas diluicbes seriais das amostras em solugbes contendo carboidratos utilizando os
carboidatros glicose, frutose e galactose (concentracGes entre 1,56 e 200 mM, em NaCl 0,15
M). Apos repouso (15 min), foram adicionados eritrocitos (humanos ou de coelho) em
suspensdo de 2,5 % (v/v), glutarizados. O titulo foi determinado apds repouso (45 min). A
leitura da inibicdo da AH foi determinada como o inverso da maior diluigdo com aglutinacéo

total, comparada a AH e estabelecida se houve inibicéo total, parcial ou auséncia de inibicéo.

4.4 ESTIMATIVA DE PROTEINAS

A quantificacdo de proteinas nas amostras contendo lectinas foi procedida segundo
Lowry et al. (1951), sendo utilizada uma curva padrdo de albumina sérica bovina, com valores
compreendidos entre 31,25 e 500 pg. As amostras de EB, fracdes precipitadas e

sobrenadantes finais, obtidas pré e pos-dialise, foram submetidas a quantificacdo de proteinas.

4.5 CARACTERIZACAO ATRAVES DE PAGE

Foram realizadas técnicas eletroforéticas em géis de poliacrilamida (PAGE, 12%),
contendo sulfato sodico de dodecila (SDS-PAGE) para proteinas desnaturadas e ou reduzidos
(LAEMMLLI, 1970). Em SDS-PAGE, as amostras liofilizadas foram aplicadas, tratadas ou néo
com B-mercaptoetanol. As corridas eletroforéticas foram realizadas com corrente constante,
em temperatura ambiente. As bandas proteicas foram detectadas com a utilizag&o do corante
azul de Coomassie. A descoloracdo foi realizada com lavagens sucessivas em acido acético a
10 % (v/v).
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4.6 POTENCIAL PURIFICACAO POR METODOS CROMATOGRAFICOS

Foram realizadas cromatografias com as amostras parcialmente purificadas, da Fracéo
0-30% de H. impetiginosus contendo a presenca de atividade lectinica; utilizaram-se matrizes
de afinidade de Guaran em polimero de galactose e Quitina em polimero de N-acetil-
glicosamina. As colunas foram estabilizadas (utilizando-se um fluxo de 20mL/h) com NaCl
0,15M e eluidas com NaCl 1M. Na coluna de Quitina também foi utilizado acido acético 1M para
a eluicdo final. As amostras foram aplicadas a uma concentracdo proteica definida, num
sistema sob fluxo continuo definido; foram recolhidas fracGes ndo adsorvidas e adsorvidas, de
volume determinado. Todas as fracdes foram monitoradas por absorbancia UV 280 nm e AH.
Para as fragdes eluidas com NaCl 1M ou com &cido acético foi realizada diélise exaustiva em

membranas semipermeaveis, a 4 °C, por 5 horas com 3 trocas.

4.7 MODELO DE EDEMA DE PATA EM RATOS, INDUZIDO POR CARRAGENINA

Foram utilizados ratos (linhagem “wistar”, fémeas adultas) de acordo com a
metodologia de Bezerra (2012), distribuidos em trés grupos de seis animais (um grupo
controle tratado com solucdo salina aplicada intraperitonealmente (i.p.); dois grupos tratados
com F1Hi aplicada i.p. nas concentracBes de 30 ou 100 (mg/Kg), obtidos no biotério da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido. Carragenina (100pg/pata em 100uL de agua
destilada) foi aplicada intraplantarmente (ipl.) na pata ipsolateral (direita). O volume da pata
foi medido no tempo zero, na 12 23 32 42 e 15% hora ap0Os a aplicacdo da carragenina,
utilizando um pletismdémetro artesanal. O edema foi calculado por variacdo de volume da
pata, para anélise da inducdo ou inibicdo da inflamagdo. Apds a 162 hora os animais foram

anestesiados e sacrificados.

4.8 ENSAIO DE PERITONITE E AVALIACAO DE MIGRACAO LEUCOCITARIA

Foram utilizados ratos (linhagem “wistar”, fémeas adultas) distribuidos em seis grupos
de cinco animais (trés grupos controle tratados com carragenina; trés grupos tratados com
F1Hi na concentracdo de 30mg/Kg), obtidos no biotério da Universidade Estadual do RN.

Carragenina (300pg em 1 ml de solugdo salina) foi aplicada i.p. nos animais dos grupos
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controles (C1, C2 e C3); F1Hi (30ug/ml) foi aplicada i.p. nos animais dos grupos tratados
(T1, T2 e T3). Apds a 12, 3?2 e 62 hora, 0s animais de um grupo controle e um grupo tratado
com F1Hi foram sacrificados por deslocamento cervical; em seguida foram injetados 10 ml de
salina estéril na cavidade peritoneal e o fluido foi coletado. 20uL do fluido peritoneal foi
adicionado a 380uL de solugdo de Turk (uma proporcdo de 1:20); 10uL do fluido diluido
foram aplicados em camara de Neubauer para a contagem do nimero de células totais nos 4
quadrantes principais da camara (cada quadrante tem 0,1 mm?®), obtendo-se o nimero de

células por mm®.
4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram submetidos a analise pelo programa estatistico GraphPad
Prisma, utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) seguida de um pos-teste de Tukey.
Valores de p < 0,05 foram considerados significantes, tanto para o ensaio de edema de pata

em ratos quanto para o ensaio de migracao leucocitaria.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETECCAO DA ATIVIDADE LECTINICA EM SEMENTES DE H. caraiba E H.
Impetiginosus

Nos processos de extracao utilizando sementes de H. caraiba e H.impetiginosus em
solucdo salina e solugcdo tamponante em diferentes pHs, os melhores resultados de AH foram
obtidos quando utilizada solugdo tamponante em citrato fosfato, pH 6,0 e solugéo salina NaCl
0,15M, para H. caraiba (titulo de 16™) e H.impetiginosus (titulo de 1024™), respectivamente
(Tabela 1). NaCl 0,15M é uma solucdo utilizada em varios processos de extracdo diante da
manutencdo, nessa solucdo, da atividade biologica de proteinas de interesse (COELHO;
SILVA, 2000).

Tabela 1: Atividade hemaglutinante de extratos de sementes de H. caraiba e
H.impetiginosus obtidos com diferentes soluces.

Atividade Hemaglutinante (*)

Especie Extracao pH A B AB O co
H. caraiba Tampéo Citrato fosfato 6.0 8 - 8 8 16
Tampdao Fosfato de sodio 70 - - - - -
(PBS) 8o - - - -
Solucdo salina (NaCl, 0,15 M) * - - - - 4
H. impetiginosus Tampdo Citrato fosfato 6.2 - - - - -
Tampdo Fosfato de sddio 75 - - - - 8
(PBS) 82 - - - - -
Solucéo salina (NaCl, 0,15 M) * - 2 - - 1024

A; B; AB; O: Eritrocitos glutarizados humanos (sistema ABQO); CO: Eritrécitos glutarizados

de coelho; * : pH néo estabelecido; -: auséncia de AH.

A partir dos resultados de AH obitidos, F1Hi foi selecionada para o desenvolvimento

dos ensaios subseguintes.

5.2 EXTRACAO PROTEICA, PURIFICAO PARCIAL E CARACTERIZACAO DE
AMOSTRAS DE H.impetiginosus

O extrato bruto em NaCl, 0,15 M de H. impetiginosus foi submetido ao processo de

precipitacdo proteica fracionada, utilizando sulfato de amoénio para separar as proteinas de
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acordo com a solubilidade das mesmas, que precipitam em diferentes concentracGes de sal, de
acordo com a perda da camada de solvatagdo. Os pellets (fragOes proteicas) foram
resuspendidos na solucdo de extracdo (NaCl 0,15 M). Fracbes e sobrenadantes foram
submetidos a ensaios de AH; os sobrenadantes apresentaram maior AH em relacdo ao seu
respectivo EB (Tabela 2). As fracBes e respectivos sobrenadantes apds o processo de dialise
apresentram uma diminuicdo da AH, decorrente da diluigdo da amostra que 0 processo possa
ter ocasionado. Além disso, as fracdes 1 e 2 de H. impetiginosus (F1Hi e F2Hi), mesmo
sendo homogeneizadas, apresentaram um precipitado no decorrer do tempo. F1Hi apresentou
maior rendimento proteico (7,19 mg/ml) e maior AH (32 CO) , seguida de F2Hi (2,49 e 32
CO) e F3Hi (0,02 e 8*CO), em ordem decrescente.

Nos teste de AH utilizando-se eritrocitos humanos para todos os tipos sanguineos os
titulos de AH obtidos foram iguais. A fracdo 4 de H. impetiginosus (F4Hi) e seu sobrenadante
foram avaliados somente ap6s dialise; F4Hi mostrou elevada AH (512%) enquanto seu
sobrenadante ndo apresentou titulo de AH. A diferenca de AH e concentracdo de proteinas
entre as fracGes pode indicar a presenca de mais de uma proteina responsavel pela

hemaglutinacéo, ja que foram precipitadas em concentracdes de sulfato de aménio diferentes.

Tabela 2: Concentragdo proteica, atividade hemaglutinante e atividade hemaglutinante
especifica de amostras proteicas néo dialisadas de sementes de Handroanthus impetiginosus.

Amostra Eritrécitos AH(Y Proteina(mg/mL) AHE? (AH/mg)
EB ABO 2 8,47 0,94

CO 8

F1Hi ABO 64 9,6 17,80
(6{0) 128

S1Hi ABO 4 * -
(6{0) 32

F2Hi ABO 64 6,57 9,73
CO 64

S2Hi ABO 32 * -
CO 16

F3Hi ABO 32 0,62 51,54
CO 32

S3Hi ABO 4 * -
(6{0) 4

ABO: Todos os eritrécitos do sistema (ABO); AH: Atividade Hemaglutinante; AHE®:
Atividade hemaglutinante especifica com eritrécitos glutarizados de coelho; *: Valores abaixo
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da curva padréo de dosagem. EB: extrato bruto; F1Hi: Fracdo obtida da precipitagdo com 0-30
% de sulfato de aménio; F2Hi: Fracdo obtida da precipitagdo com 30-60 % de sulfato de
amonio; F3Hi: Fracdo obtida da precipitacdo com 60-90 % de sulfato de amonio; S1Hi:
Sobrenadante resultante da precipitacdo com 0-30 % de sulfato de amonio; S2Hi:
Sobrenadante resultante da precipitagdo com 30-60 % de sulfato de amodnio; S3Hi:
sobrenadante resultante da precipitacdo com 60-90 % de sulfato de amonio.

As amostras mostraram presenca de lectinas; suas  concentragbes proteicas
diminuiram devido a diluicdo proporcionada pelo processo de didlise exaustiva em mebrana
semipermedvel (Tabela 3). A dosagem mostrou que o fracionamento salino promoveu a
obtencdo de F1Hi, com a maior concentracdo proteica e titulo de AH; entretanto maior valor
de AH especifica (AHE) foi atribuido para F3Hi. Os sobrenadantes referentes a todas as
fracBes ndo apresentaram valores minimos de concentracdo proteica detectaveis pelo método
de Lowry (1951).

Tabela 3: Concentracdo proteica, atividade hemaglutinante (AH) e AH especifica (AHE) de

amostras proteicas dialisadas de sementes de Handroanthus impetiginosus.

Amostra Eritrécitos AH(Y Proteina(mg/mL) AHE! (AH/mg)

DF1Hi ABO 16 7,19 4,44
CO 32

DS1Hi ABO 0 * -
(6{0) 16

DF2Hi ABO 16 2,49 12,85
(6{0) 32

DS2Hi ABO 0 * -
CO 16

DF3Hi ABO 4 0,02 400
(6{0) 8

DS3Hi ABO 0 * -
(6{0) 4

DF4Hi ABO 16 2,8 571
CO 512

ABO: Todos os eritrocitos do sistema (ABO); AH: Atividade Hemaglutinante; AHE™:
Atividade hemaglutinante especifica com eritrocitos glutarizados de coelho; *: Valores abaixo
da curva padrdo de dosagem. EB: extrato bruto; DF1Hi: Fracéo obtida da precipitagdo com 0-
30 % de sulfato de aménio; DF2Hi: Fracgdo obtida da precipitacdo com 30-60 % de sulfato de
amonio; DF3Hi: Fracdo obtida da precipitacdo com 60-90 % de sulfato de aménio; DF4Hi:

Fracdo obtida da precipitagdo com 0-80 % de sulfato de amonio, respectivamente DS1Hi:
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Sobrenadante resultante da precipitagio com 0-30 % de sulfato de amonio; DS2Hi:
Sobrenadante resultante da precipitagdo com 30-60 % de sulfato de amodnio; DS3Hi:

sobrenadante resultante da precipitacdo com 60-90 % de sulfato de amonio.

Ensaios de inibicdo da AH por carboidratos foram realizados com F1Hi, F2Hi e F4Hi
(utilizando galactose, frutose e glicose, respectivamente, utilizando eritrocitos glutarizados de
coelho ou humanos), para avaliar uma possivel interacao entre estes e dominios de ligacéo de
lectinas potencialmente presentes nas amostras. Os carboidratos testados em diferentes
concentracgdes (200, 100, 50 e 25mM) néo foram inibidores de AH das amostras avaliadas. No
entanto, outros carboidratos ou glicoconjugados podem ser testados para determinar a
especificidade lectinica dessas preparacdes. Carboidratos ou glicoconjugados asseguram a
natureza da lectina responsavel pela hemaglutinacdo, a qual é inibida a partir da interacdo
especifica da proteina a um ou mais carboidratos (KENNEDY et al., 1995).

As fragOes dialisadas de sementes de H. impetiginosus (F1Hi, F2Hi e F3Hi) e seus
respectivos sobrenadantes dialisados (S1Hi, S2Hi e S3Hi) (amostras liofilizadas contendo 0,2
e 0,4 mg/ml) foram avaliadas em eletroforese em gel de polacrilamida (12 %) sob condicdes
desnaturantes (SDS-PAGE), tratadas ou ndo com B-mercaptoetanol. SDS-PAGE a 12 % ndo
revelou bandas definidas para essas amostras; entretanto, foi constatada presenca de bandas
proteicas que ndo entraram do gel de corrida (ficaram restritas ao gel de concentracdo) e
outras na frente de corrida do gel. A caracterizacdo eletroforética das preparacfes necessita
uma analise mais detalhada, utilizando diferentes concentrac6es de acrilamida, ou géis para
proteinas nativas.

A amostra F1Hi foi selecionada para os ensaios cromatograficos e de inflamacéao in
vivo devido ao seu maior teor proteico, maior titulo de AH e maior
disponibilidade/rendimento. Os processos cromatograficos foram realizados a um fluxo de
20mL/h e as fragOes coletadas foram monitoradas em espectrofotdmetro a uma absorbancia
UV 280nm. Utilizando-se cromatografia em gel de Guar (um polimero de galactose), ndo foi
observada adsorgdo proteica ao suporte; o pico referente ao ndo adsorvido teve suas fragoes
coletadas agrupadas e foi submetido a ensaios de AH com eritrocitos humanos do sistema
ABO e eritrocitos de coelho, mas ndo apresentou titulo de AH. Esse resultado sugere que a
atividade lectinica presente na amostra aplicada pode ter sido perdida pela diluicdo da amostra
ou por desnaturacdo proteica durante o processo cromatografico. A dosagem proteica do pico
ndo adsorvido revelou uma concentracdo de 28,22 mg/mL. O resultado do processo
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cromatografico confirmou a ndo especificidade lectinica da amostra para galactose,
determinada pelo ensaio de inibicdo, comprovando a ineficiéncia desse suporte
cromatografico para a purificacéo lectinica a partir de F1Hi.

Um segundo suporte cromatografico, a quitina (um polimero de N-acetil-glicosamina),
foi testado sob as mesmas condicbes de fluxo e monitoramento. Foram obtidos trés picos
cromatogréaficos: o pico ndo adsorvido (PNA), um segundo pico menos expressivo a partir da
eluicdo com NaCl 1M (PI) e um pico de material adsorvido e eluido com acido acético 1M
(PII) (Figura 4). As fracdes coletadas referentes aos picos foram agrupadas; o pico eluido com
acido acético 1M foi dialisado e juntamente com os demais foi submetido a ensaios de AH.
PNA e PI ndo apresentaram AH; entretanto PIl apresentou AH: 16™, frente a eritrocitos
gluarizados humanos do sistema ABO.

Os picos também foram quantificados quanto a sua concentracdo proteica,
apresentando 0,021 mg/ml (PNA) e 0,057 mg/ml (PIl). Pl ndo apresentou valor minimo de
concentracdo proteica detectavel pelo método de Lowry (1951). A AH apresentada por PlI
mostrou que a quitina (polimero de N-acetil-glicosamina) € um suporte eficiente para a
obtencdo de amostra lectinica a partir de F1Hi. A adsorcdo de proteinas com atividade
lectinica ao suporte sugere que proteinas presentes em F1Hi podem estar ligando a quitina
através de interacoes idnicas, ou mesmo por bioafinidade a residuos de N-acetil-glicosamina.
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Figura 4: Analise Cromatogréafica de F1Hi utilizando suporte de quitina.
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5.3 TESTES in vivo

5.3.1 Edema de pata induzido por carragenina

No ensaio de edema de pata induzido por carragenina, os resultados obtidos com os
grupos tratados ap6s a 22, 32, 42 e 15% hora ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significantes em relagdo ao grupo controle, quando avaliados por ANOVA (p < 0.05). No
entanto, grupos tratados com F1Hi nas concentra¢des de 30mg/kg ou 100mg/kg apresentaram,
apos a 1?2 hora, uma inducdo de edema dose-dependente (Figura 5), quando os volumes das
patas foram comparados aos dos animais do grupo controle, tratados com salina (que

apresentaram edema formado por ac¢ao da carragenina referente ao crescimento edenatoso).
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Figura 5 — Evolugéo do edema de pata induzido por carragenina sob o tratamento de F1Hi.

As inducdes de edema de 0.1666+0.0780 (grupo controle) para 0.3360+0.0800 (grupo
tratado com F1Hi, 30mg/kg) e para 0.2883+0.0752 (grupo tratado com F1Hi, 100mg/kg)
corresponderam a 101% e 73%, respectivamente (Figura 6). A fracdo proteica F1Hi
apresentou efeito pro-inflamatério em condi¢es de tempo e dose especificas no teste
proposto. Varias proteinas isoladas de vegetais, como lectinas de leguminosas, ja revelaram
efeito pro-inflamatdrio a partir da ativacdo de citocinas indutoras da inflamacdo (ALENCAR

etal., 2005; SARTIM, 2010).
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Figura 6. Efeito do tratamento de ratos com a fragdo F1Hi (obtida a partir de sementes de H.
impetiginosus) nas concentracfes de 30mg/Kg ou 100mg/Kg, em inflamacdo induzida por
carragenina. *Diferenca estatistica (p < 0,05) em relacdo ao controle.

5.3.2 Ensaio de peritonite e avaliacdo de migracdo leucocitaria

O modelo de peritonite induzido por carragenina em ratos foi avaliado utilizando F1Hi
na dose de 30mg/kg. Apds a 12 e 32 hora, F1Hi promoveu migracdo celular equivalente a
carragenina no periténio de animais, indicada pela auséncia de diferenca significativa entre 0s
grupos tratados e grupos controle (Figura 6). O resultado confirma a acdo pré-inflamatéria de

F1Hi, observada no ensaio de edema de pata induzido por carragenina.
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Figura 7. Contagem total de células no ensaio de peritonite em ratos tratados com carragenina
(C) ou com a fragcdo F1Hi (30mg/Kg) obtida a partir de sementes de H. impetiginosus (T),
apos 1 hora (C1 e T1), 3 horas (C2 e T2) e 6 horas (C3 e T3); *Diferenca significativa em
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relagdo aos demais grupos (p>0,05); @: N&o apresentou diferenga significativa em relagéo
aos controles (p>0,05).

A carragenina € caracterizada por eliciar a liberagdo de varios mediadores
inflamatorios, entre esses estdo as aminas biogénicas na primeira fase, responsaveis pelo
desenvolvimento dos eventos vasculares; numa segunda fase atuam outros mediadores, como
citocinas (IL-1 e TNF-a), prostaglandinas e 6xido nitrico. O edema também ¢ caracterizado
por apresentar um infiltrado celular intenso, destacando-se a presenca de neutrofilos com
producdo de ROS (MORRIS et al., 2003).

Os resultados sugerem que F1Hi promove efeitos similares aos da carragenina na 12 e
3% hora, eliciando efeito pré-inflamatorio. Entretanto, apds a 62 hora, F1Hi parece atuar de
forma diferenciada da carragenina sobre o0 mecanismo de inducdo da migracdo celular, pois o
grupo tratado com F1Hi apresentou diferenca estatisticamente significante em relacdo ao

grupo tratado com carragenina.
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6 CONCLUSOES

- As especies do género Handroanthus possuem um grande potencial como fontes de
deteccdoe isolamento de lectinas, uma vez que as plantas estudadas nesse trabalho
apresentaram atividade lectinica.

- As fracOes protéicas obtidas de H. impetiginosus mostraram resultados satisfatorios
de atividade hemaglutinante, principalmente com eritrocitos glutarizados de coelho.

- A F1Hi obtida a partir de sementes de H. impetiginosus exibiu elevado titulo de
atividade lectinica, a partir da purificacao parcial.

- A cromatografia em quitina rendeu um pico proteico adsorvido e eluido; é possivel
sugerir que se trate de uma lectina isolada e com especificidade para N-acetilglicosamina, no
entanto, uma caracterizacdo mais refinada € necessaria nesse aspecto.

- Em modelo de edema de pata induzido por carragenina, F1Hi apresentou efeito pro-
inflamatdrio apos a 12 hora.

- O ensaio de peritonite evidenciou acdo pro-inflamatéria de F1Hi similar a
carragenina, até a 3? hora; no entanto, ap6s a 6% hora F1Hi atuou de forma diferente da
carragenina quanto ao mecanismo de inducao da migracéo celular.

- Estudos mais aprofundados precisam ser realizados para avaliar se o efeito pro-
inflamatdrio de F1Hi ocorre devido a acdo de lectinas presentes na amostra e, também, para

elucidar como F1Hi atua no processo de migracao leucocitaria.
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