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RESUMO 

 

A busca por agentes biológicos com capacidade imunomoduladora visa fornecer resposta 

terapêutica para diversas doenças. Nesse contexto, as lectinas (proteínas que se ligam a 

carboidratos) apresentam elevado potencial imunomodulador, devido a sua capacidade de 

modular células imunológicas através da interação com proteínas de superfície gerando uma 

cascata de sinalização. A Aesculus hippocastanum, conhecida como castanheira-da-índia, é 

comumente utilizada para produção de fitoterápicos com atividades anti-inflamatória e 

vasoprotetora. O objetivo desse trabalho foi purificar e caracterizar uma lectina das sementes 

de A. hippocastanum (AhSL) e avaliar a sua citoxicidade e efeito imunomodulador sobre 

esplenócitos de camundongo. A farinha das sementes foi submetida à extração (10%, p/v) de 

proteínas em NaCl 0,15 M e o extrato foi submetido à cromatografia em coluna de DEAE-

Sephadex equilibrada com tampão Tris-HCl 0,1 M pH 8,0. As proteínas adsorvidas foram 

eluídas com o mesmo tampão, porém contendo NaCl 1,0 M, dialisadas e avaliadas quanto às 

atividades hemaglutinante (AH) e inibidora de tripsina (AIT). Eletroforese em gel de 

poliacrilamida (PAGE) foi realizada para avaliar a homogeneidade e a composição em 

subunidades de AhSL. A especificidade de ligação a carboidratos, o efeito de cátions 

divalentes na AH e a estabilidade da AH frente ao aquecimento (30–100°C) e após incubação 

em diferentes valores de pH (1,0–9,0) também foram avaliadas. Análises fluorimétricas tabém 

foram realizadas. Os esplenócitos de camundongo BALB/c foram tratados com AhSL (3,12–

50,00 μg/mL) e foi avaliada a ocorrência de apoptose e/ou necrose. A atividade 

imunomoduladora de AhSL (12,5 µg/mL) foi avaliada através da determinação dos níveis de 

citocinas e óxido nítrico (NO). AhSL (fator de purificação: 68,8) mostrou uma única banda 

polipeptídica em PAGE para proteínas ácidas e duas bandas polipeptídicas de 

aproximadamente 68 e 124 kDa em SDS-PAGE. Sua AH foi inibida por monossacarídeos, 

dissacarídeos e glicoproteínas, principalmente o acido n-acetilneuroaminico. A AH foi estável 

após o aquecimento em todas as temperaturas e incubação na faixa de pH 4,0–8,0 e sua 

atividade específica não foi alterada por nenhum cátion testado. Análise fluorimétrica revelou 

que a conformação da lectina não foi alterada após aquecimento a 100 ºC e incubação em 

diferentes valores de pH. AhSL também mostrou AIT específica de 1.280,31 U/mg. A lectina 

não foi tóxica para os esplenócitos e induziu a liberação de interleucinas 10 e 6, fator de 



 

 

 

 

necrose tumoral α e óxido nítrico, por fim a lectina não induziu despolarização de membrana 

mitocondrial e não aumentou os níveis de EROs citsólica ou mitocondrial. Em conclusão, 

uma proteína multifuncional (com atividades lectínica, inibidora de tripsina e 

imunomoduladora) foi purificada a partir de sementes de A. hippocastamum.  

 

Palavras-chave: Castanheira-da-índia. Lectina. Inibidor de tripsina. Citotoxicidade. 

Atividade imunomoduladora. 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The search for biological agents with immunomodulatory aims to provide therapeutic 

response to various diseases. In this context, lectins (proteins that bind to carbohydrates) have 

high immunomodulatory potential, due to their ability to modulate immune cells through 

interaction with surface proteins, generating a signaling cascade. Aesculus hippocastanum, 

known as horse chestnut, is commonly used to produce herbal medicines with anti-

inflammatory and vasoprotective activities. The objective of this work was to purify and 

characterize a lectin from A. hippocastanum seeds (AhSL) and to evaluate its cytoxicity and 

immunomodulatory effect on mouse splenocytes. The seed meal was subjected to extraction 

(10%, w/v) of proteins in 0.15 M NaCl and the extract was subjected to DEAE-Sephadex 

column chromatography equilibrated with 0.1 M Tris-HCl pH 8.0. The adsorbed proteins 

were eluted with the same buffer, but containing 1.0 M NaCl, dialyzed and evaluated for 

hemagglutinating (HA) and trypsin inhibitor (TIA) activities. Polyacrylamide gel 

electrophoresis (PAGE) was performed to assess homogeneity and subunit composition in 

AhSL. The specificity of binding to carbohydrates, the effect of divalent cátions on HÁ and 

the stability of HA toward heating (30–100 °C) and after incubation at different pH values 

(1.0–9.0) were also evaluated. Fluorometric analyses were also performed. BALB/c mouse 

splenocytes were treated with AhSL (3.12–50.00 μg/mL) and the occurrence of apoptosis 

and/or necrosis was evaluated. The immunomodulatory activity of AhSL (12.5 µg/mL) was 

assessed by determining the levels of cytokines and nitric oxide (NO). AhSL (purification 

factor: 68.8) showed a single polypeptide band in PAGE for acidic proteins and two 

polypeptide bands of approximately 68 and 124 kDa in SDS-PAGE. Its HA was inhibited by 

monosaccharides, disaccharides and glycoproteins, mainly N-acetylneuroaminic acid. The HA 

was stable after heating at all temperatures and incubation in the pH range 4.0–8.0 and its 

specific activity was not altered by any cation tested. Fluorometric analysis revealed that the 

lectin conformation was not altered after heating to 100 ºC and incubation at different pH 

values. AhSL also showed a specific TIA of 1,280.31 U/mg. Lectin was not toxic to 

splenocytes and induced the release of interleukins 10 and 6, tumor necrosis factor α and 

nitric oxide. Finally, lectin did not induce mitochondrial membrane depolarization and did not 

increase the levels of cytosolic or mitochondrial ROS. In conclusion, a multifunctional protein 



 

 

 

 

(with lectin, trypsin inhibitor and immunomodulatory activities) was purified from A. 

hippocastamum seeds. 

 

Keywords: Indian chestnut. Lectin. Trypsin inhibitor.  Cytokines. Thermostable protein. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Agentes medicinais de origem vegetal têm sido descritos no meio científico há muitos 

anos como base para diversas terapias. Dentre esses agentes, encontram-se as proteínas 

bioativas, como lectinas e inibidores de proteases (AL-MAMUN et al., 2016). Em plantas, 

essas lectinas são produzidascom objetivo de exercer funções como mecanismo de defesa das 

plantas a diversos fatores ambientais e biológicos, podendo ser expressas de forma contitutiva 

ou  induzida (ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015). 

As lectinas são proteínas que apresentam capacidade de interação com carboidratos, de 

forma específica e não covalente. Essas proteínas podem interagir com carboidratos da 

superfície celular, resultando na ativação de respostas intracelulares (PAIVA et al., 2013). As 

lectinas podem promover diversas atividades biológicas como antimicrobiana, antibiofilme, 

antiprotozoária, antiviral, inseticida, antitumoral e, inclusive, imunomoduladora (DAN; LIU; 

NG, 2016; IORDACHE et al., 2015; YAU et al., 2015; PATRIOTA et al., 2019a,b). 

Diante da ascenção de enfermidades como doenças infecciosas, câncer, doenças 

inflamatórias crônicas e doenças auto-imunes, muitas pesquisas têm avaliado o potencial 

farmacológico das lectinas com ação estimulante ou supressor da atividade imunomoduladora 

(DHAMA et al., 2015). Essas proteínas interagem com as porções glicídicas de superfícies de 

células imunológicas alterando a produção de citocinas e óxido nitríco, além da proliferação e 

ativação de macrófagos, linfócitos e mastócitos (FANG; NG, 2015; ZHANG et al., 2015; 

DITAMO et al., 2016). Dessa forma, as lectinas capazes de induzir citocinas com respostas 

estimulantes do sistema imune podem ser utilizadas em terapias para combater doenças de 

origem microbianas, virais e tumorais, como a AIDS, por exemplo. Já aquelas capazes de 

induzir citocinas com respostas imunossupressoras podem ser usadas em terapias para 

combater doenças autoimunes e em transplantes, de forma que as lectinas por meio de 

citocinas podem agir como agentes bioterapêuticos (BILATE, 2007; MEAGER, 2006; SILVA 

OLIVEIRA, 2012). 

A espécie Aesculus hippocastanum, da família Hippocastanaceae, conhecida como 

castanheira-da-índia, é originária da Ásia, mas encontrada em toda a América. É uma espécie 

medicinal utilizada para produção de diversos fitoterápicos oriundos das sementes, folhas ou 

casca, com registro na Agência Nacional de Vigilância Sanitária, ANVISA (BRASIL, 2016). 

As sementes contêm  metabólitos secundários (como taninos) conhecidos pelas propriedades 
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circulatórias, anti-inflamatórias e vasoprotetoras (HARRIS et al., 2016; KEDZIERSKI et al., 

2016).  

Estudos prévios realizados no Laboratório de Bioquímica de Proteínas (BIOPROT) do 

Departamento de Bioquímica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) revelaram a 

presença de lectinas em extrato salino das sementes de A. hippocastanum. Nesse contexto, 

esta dissertação descreve a purificação, a caracterização, e a avaliação da atividade 

imunomoduladora de uma lectina isolada das sementes dessa planta. 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Geral 

 

Purificar e caracterizar uma lectina das sementes de A. hippocastanum (AhSL) e 

avaliar a sua toxicidade e efeito imunomodulador sobre esplenócitos de camundongo. 

 

1.1.2 Específicos 

 

 Estabelecer um procedimento de purificação para AhSL. 

 Determinar a natureza da carga líquida e a composição em subunidades de AhSL, 

através de eletroforeses. 

 Avaliar a especificidade de ligação de AhSL a carboidratos e glicoproteínas através da 

inibição de carboidratos. 

 Investigar os efeitos de variações de temperatura e pH  na atividade hemaglutinante e 

na conformação de AhSL. 

 Avaliar a citotoxicidade de AhSL para esplenócitos de camundongo. 

 Investigar a capacidade da AhSL em modular a produção de espécies reativas de 

oxigênio na mitocôndria e no citosol dos esplenócitos. 

 Avaliar o potencial imunomodulador de AhSL sobre esplenócitos de camundongo, 

através da análise da liberação de citocinas e de óxido nítrico. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

 

2.1. Lectinas  

 

2.1.1 Histórico e generalidades 

 

 As plantas sempre foram fontes ricas e variadas de moléculas com potencial 

biotecnológico e medicinal. Impulsionados pelo conhecimento empírico sobre as plantas, 

muitos cientistas passaram a estudar a produção de compostos químicos em resposta a agentes 

biológicos (ex. fitopatógenos) e fatores abióticos (ex. alterações de temperatura, umidade e 

radiação), bem como compostos bioativos que estão relacionados com as propriedades 

medicinais descritas para os vegetais (TANIGUCHI et al., 2015; AL-MAMUN et al., 2016). 

Os compostos bioativos de vegetais podem ser metabólitos primários e secundários. 

Os metabólitos primários são carboidratos, lipídeos, proteínas e ácidos nucleicos, que  

compõem as estruturas celulares básicas e atuam nos diversos aspectos do metabolismo 

básico da planta, tais como fotossíntese, respiração e transporte de solutos. Eles são a base 

para formação dos metabólitos secundários (como compostos nitrogenados, terpenóides e 

compostos fenólicos (AKHTAR et al., 2015). Os quais atuam como atrativos de 

polinizadores, na defesa contra micro-organismos, insetos e até predadores maiores, entre 

outras funções (RIBEIRO, SILVA, SILVA, 2020; CORDEIRO et al, 2020). 

As proteínas produzidas como forma de defesa podem ser produzidas 

constitutivamente pelos tecidos vegetais, mas também podem ser produzidas de forma 

induzida (ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015). Elas podem atuar como receptores de 

reconhecimento de patógeno, ativando uma cascata de sinalização que reprograma a 

transcrição celular ativando a imunidade efetora da planta e genes de resistência, levando à  

produção de outras proteínas de defesa. Dentre essas proteínas estão as lectinas, também 

conhecidas como proteínas hemaglutinantes (LANNO; VAN DAMME; 2014).  

 As lectinas foram descobertas a partir da sua capacidade de aglutinar eritrócitos,  

descrita primeiramente em 1888, para a proteína ricina, obtida de sementes de Ricinus 

communis (KILPATRICK, 2002; VAN DAMME, 2008). Em seguida outras proteínas com 

essa propriedade foram descobertas. Algumas delas eram tóxicas, como a ricina e a abrina, e 

outras apresentavam seletividade frente a hemácias da mesma espécie e de diferentes animais. 

Essa especificidade foi descrita por vários autores de 1948 a 1953, o que contribuiu para o 
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entendimento da fundamentação das bases moleculares que formam o grupo sanguíneo ABO 

(SHARON E LIS , 2004).  

 A propriedade de ligação a carboidratos foi descrita em 1936, quando Sumner e 

Howell sugeriram que a Concanavalina A (ConA) interagia com carboidratos de superfície 

das hemácias. Em de 1954, William Boyde propôs o termo “lectina” para nomear essas 

proteínas (originário do latim lectus, que significa “selecionar”), isso por causa da sua 

capacidade de ser seletiva a hemácias de diferentes grupos sanguíneosas e através da sua 

seletividae a carboidratos de membrana presentes nos eritrócitos (LAM; NG, 2011; VAN 

DAMME, 2008).  

As lectinas estão distribuídas amplamente na natureza, entre animais, vegetais e 

microorganismos. Nos vegetais, são encontradas em todos os tecidos da planta, sendo as 

sementes a principal fonte. Em plantas, as lectinas podem estar armazenadas em vacúolos, no 

espaço extracelular ou em tecidos de armazenamento e atuam no transporte e armazenamento 

de carboidratos, no reconhecimento celular, na indução de mitose, na morfogênese, fagocitose 

e simbiose, imobilização de patógenos, entre outros processos (SILVA et al., 2012 ; 

MOURA, 2015).  

Em 1988, Sharon & Lis redefiniram lectinas como proteínas de origem não imune com 

um ou mais sítios de ligação, sendo essa ligação reversível e específica a glicídios (NG, 

WONG, 2019). A origem não imune das lectinas refere-se ao fato de não serem expressas 

pelas células de defesa, apesar de participarem dos mecanismos imunológicos de animais e 

plantas. As lectinas são capazes de interagir com carboidratos através de ligações de 

hidrogênio e interações de Van der Waals sem alterar a estrutura covalente do açúcar (SILVA 

et al., 2014; HAMID et al., 2013). 

As lectinas podem se ligar a carboidratos presentes na superfície celular, sendo 

capazes de interpretar o glicocódigo, ou seja, de decodificar informações biológicas 

constituídas pelos glicanos em processos fisiológicos vitais. É por meio dessa ligação a 

carboidratos que as lectinas conseguem exercer diversas atividades biológicas, como 

antimicrobiana, imunomoduladora, mitogênica, antitumoral, antiviral, angiogênica entre 

outras (AURNAUD et al., 2013; BATISTA,2019; RAMOS, 2019; FERREIRA, BRITO et al, 

2018; CORIOLANO, 2018; CARVALHO, 2018). 

O potencial biotecnológico das lectinas é bastante extenso, sendo uma importante 

ferramenta analítica tanto na área da Bioquímica como em áreas correlatas, pois podem ser 

usadas nas análises clínicas em laboratórios de Imunohematologia, como no caso da lectina H,  
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usada para diagnosticar fenótipos O bombay, que são falsos resultados de caracterização de 

grupo sanguíneo pela falta de um carboidrato de superfície no eritrócito (ALVES, 2010, 

BRASIL, 2014). Na Agricultura, as lectinas também têm demonstrado uma importância 

significativa como inseticidas naturais (NAPOLEÃO, 2012;OLIVEIRA, LIMA, 2020) e na 

avaliação de impacto ambiental (ARAUJO, ARAUJO, et al., 2019). Além disso, podem ser 

ferramentas para uso na identificação de marcadores tumorais, com alta sensibilidade e 

especificidade; isso ocorre através da construção de microarranjos, onde a lectina age como 

biossensor de bioreconhecimento, ou como constituinte de um suporte para purificação de 

biomoléculas sinalizadoras (PENG et al., 2009; FIRMINO, 2018; HASHIM; JAYAPALAN, 

LEE, 2017; OLIVEIRA, CABRERA, 2020).  

 

2.1.2 Detecção de lectinas  

 

A detecção das lectinas em amostras é feita pelo método de hemaglutinação (Figura 

1A), um ensaio semiquantitativo que consiste em realizar uma diluição seriada da amostra e 

posterior incubação com eritrócitos, permitindo a interação das lectinas, caso presentes, com 

carboidratos da superfície de eritrócitos (SANTOS et al., 2013). Determina-se então a maior 

diluição da amostra que ainda foi capaz de promover hemaglutinação, sendo o resultado 

expresso como o inverso dessa diluição (título-1). A capacidade de ligação da proteína com os 

eritrócitos forma uma rede e os eritrócitos não se depositam no fundo da placa. Já na ausência 

de lectinas, ocorre formação de um precipitado no fundo da placa. Podem ser utilizados 

eritrócitos de animais ou de humanos, previamente tratados quimicamente ou 

enzimaticamente (PAIVA et al., 2010). 

Porém, alguns compostos (como os taninos) podem dispersar os eritrócitos dando uma 

falsa impressão de hemaglutinação. Para confirmar a presença de lectinas em uma preparação 

realizar-se o ensaio de inibição da hemaglutinação (Figura 1B), no qual carboidratos ou 

glicoconjugados livres em solução são incubados previamente com a amostra antes da adição 

dos eritrócitos (NG, 2019). Dessa forma, se na amostra houver lectina, esta vai se ligar ao 

carboidrato livre e não com o carboidrato de superfície da superfície do eritrócito. Esse 

resultado confirma que o que estava sendo observado no teste era realmente hemaglutinação e 

que a formação da rede envolvia moléculas capazes de reconhecer carboidratos (PAIVA et al., 

2013).  
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Figura 1: Método de detecção de lectinas. (A) Atividade hemaglutinante. (B) Inibição de 

carboidratos. 

 

Fonte: PATRIOTA, 2017. 

 

O ensaio de inibição da atividade hemaglutinante também define a especificidade de 

uma lectina a um ou mais glicídios, utilizando soluções de diferentes carboidratos durante a 

etapa de incubação (COELHO, 2017). Sabendo disso, pode-se usar o carboidrato com maior 

afinidade para separar a lectina das outras proteínas da fonte de onde foi obtida em futuras 

etapas da purificação. Adicionalmente, pode-se sugerir que a lectina apresente uma 

determinada aplicação biológica dependendo do carboidrato ao qual ela tenha afinidade 

(HAMID et al., 2013).  

 

2.1.3 Classificação de lectinas 

 

 As lectinas podem ser classificadas quanto à estrutura, funcionalidade e quanto à 

especificidade de ligação a carboidratos. Há uma grande variedade estrutural de lectinas 

conhecidas, sendo uma característica comum a presença de pelo menos um sítio ligante a 

carboidrato. Esse domínio pode precisar de íons bivalentes ou não para se tornar ativo 

(KUMAR et al., 2012). Algumas lectinas podem ser glicoproteínas, apresentando um 

aumento da sua estabilidade (WANG; HE, 2018). 

De acordo com a estrutura, as lectinas advindas de plantas são subdivididas: 

merolectinas, hololectinas, superlectinas e quimerolectinas (Figura 2). As merolectinas são 

proteínas monovalentes (com apenas um sítio de ligação) e, portanto, não produzem 
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aglutinação celular (NB, 2019). As hololectinas são proteínas divalentes ou polivalentes, com 

sítios de ligação a carboidratos homólogos, sendo capazes de aglutinar células. As 

superlectinas também são proteínas divalentes ou polivalentes, mas seus sítios não são 

homólogos (HAMID et al., 2013 e ŠULÁK et al., 2011). Diferentes dos demais subtipos, as 

quimerolectinas apresentam um ou mais sítios de ligação a carboidratos e pelo menos um 

domínio com função diferente, como enzimática ou de transporte (HAMID et al., 2013; NB, 

2019 ).  

 

Figura 2: Subtipos de lectina de plantas segundo a estrutura de seus domínios. 

 

 

Fonte: BEZERRA (2009). 

 

Quanto à funcionalidade, pode-se classificar as lectinas, principalmente as de origem 

animal, em tres famílias: selectinas (E, P e L), galectinas e lectinas tipo C. As selectinas são 

proteínas de membrana com especificidade pelo resíduo de ácido sálico e atuam no 

reconhecimento celular, na adesão e no sistema de defesa dos animais (KUMAR et al., 2012; 

RIVANOR, 2017). As galectinas são conhecidas como lectina tipo-S, que possuem domínio 

de ligação específico para galactose e também estão envolvidas no reconhecimento e na 

adesão celular. Elas dependem do grupamento sulfidrila encontrado no resíduo de cisteína e 
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de cálcio para interação com carboidratos. As lectinas tipo C são dependentes de cátions 

divalentes (como o cálcio, o potássio, o manganês e o magnésio), que atuam tanto diretamente 

na mediação da interação da lectina com o glicídio quanto indiretamente através da 

estabilização dos domínios de ligação a carboidratos (BEZERRA, 2009).  

 

Tabela 1: Famílias de lectinas relacionando organização sequencial dos domínios e 

homologia de suas estruturas primárias. 

 

 

Fonte: VAN DAMME (2008). 

 

Quanto à organização sequencial dos domínios específicos aos carboidratos, as 

lectinas são classificadas em: lectinas ligadoras de manose, manose/glicose, manose/maltose, 

galactose/N-acetilgalactosamina, N-acetilgalactosamina/ (N-acetilgalactosamina)n, fucose e 

ácido siálico (SHARMA et al., 1998). Com o advento do sequenciamento, as lectinas foram 

agrupadas de acordo com a homologia de suas estruturas primárias em doze famílias (tabela 
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1): 1) homólogas a Agaricus bisporuss, 2) amarantinas, 3) homólogos de quitinase classe V, 

4) cianovirinas, 5) homólogos de Euonymus europaeus, 6) homólogos de Galantus nivalis, 7) 

proteínas com domínio heveínico, 8) jacalinas, 9) lectinas de leguminosas, 10) com domínio 

Lys M, 11) homólogas de Nicotiana tabacum, e 12) homólogas de ricina-B; contudo, muitas 

lectinas ainda não se enquadram nessas famílias (MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015; 

OLIVEIRA, 2017).  

 

2.2. Purificação e caracterização de lectinas 

 

 As proteínas bioativas, dentre elas as lectinas, precisam ser isoladas para que seja 

demonstrado que a atividade biológica em estudo está realmente relacionado com a proteína 

identificada. O isolamento é realizado através de diferentes técnicas, visando sempre obter a 

maior concentração de proteínas, porém com elevado grau de pureza e, geralmente, com 

manutenção da atividade biológica. 

De forma geral, são utilizadas três etapas para purificação de proteínas: a primeira é a 

extração. No caso de culturas de células e tecidos, o material é submetido à lise das 

membranas por sonicação, pressão ou trituração. Outros materiais podem ser transformados 

em farinha ou pó e homogeneizados em uma solução aquosa, tamponada ou não, para 

promover a solubilização das proteínas (NELSON & COX, 2008). A segunda etapa é uma 

purificação parcial onde se retiram alguns contaminantes de um extrato bruto através de 

diferenças de solubilidade (através de fracionamento salino, por exemplo) ou diferença de pH 

ótimo e estabilidade frente à temperatura ou íons. O fracionamento salino é o mais 

comumente aplicado e utiliza uma solução saturada de sais, como o sulfato de amônio, para 

remover a camada de solvatação e precipitar as proteínas sem causar desnaturação (THAKUR 

et al., 2007). A terceira etapa é a utilização de um ou mais de um métodos cromatográficos 

(Figura 3), que se baseiam em propriedades das proteínas como carga elétrica (cromatografia 

de troca iônica), tamanho (cromatografia de exclusão molecular) e especificidade 

(cromatografia de afinidade) para isolar a proteína de interesse (QU et al., 2015). Métodos de 

clarificação (filtração, centrifugação, diálise e outros) também podem ser usados durante a 

purificação para separar compostos e concentrar a proteína de interesse (POHLEVEN et al., 

2012). 

A cromatografia é um método físico-químico de separação dos componentes de uma 

solução constituído em duas fases: estacionária e móvel. A separação é provocada por uma 
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migração ou interação diferencial com a fase estacionária, enquanto há passagem da fase 

móvel. A fase estacionária é composta de uma matriz, onde a proteína fica ligada, e essa 

matriz determina o tipo de cromatografia (PAN et al., 2010). Como ilustrado na Figura 3A, na 

cromatografia por exclusão molecular, ou gel filtração, as moléculas são separadas por 

tamanho, ou peso molecular. A matriz contém microesferas porosas que permitem mais 

facilmente a passagem de moléculas maiores, enquanto menores penetram nas esferas e por 

isso têm seu percurso retardado (LAM et al., 2011). 

 

Figura 3. Métodos cromatográficos. 

 

Fonte: Disponível em (http://slideplayer.com.br/slide/289119/) adaptado pelo autor. 

 O segundo tipo de cromatografia é o de afinidade (Figura 3C), que leva em 

consideração as propriedades de ligação da proteína de interesse. No caso de uma lectina, o 

componente da matriz é um carboidrato para o qual a lectina esta proteína apresenta afinidade 

e se mantém retida na coluna, enquanto as outras moléculas são eluídas. Após a remoção do 

material não ligado, a lectina pode ser eluída por meio de alteração de pH, aumento da 

concentração de sal da fase móvel, ou pelo uso de solução contendo o carboidrato ligante na 

sua forma livre (SÁ et al., 2009).  

 O terceiro tipo é o de troca iônica (Figura 3B), que se baseia na carga líquida da 

lectina, conforme o pH do meio. As lectinas estabelecem interações eletrostáticas com a 

matriz da fase estacionária, que possui carga elétrica oposta à da proteína, retardando sua 
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passagem. A eluição das proteínas adsorvidas é feita através de alterações no pH ou na força 

iônica da fase móvel (VARROT et al., 2013). 

 Durante todo o processo de purificação é necessário verificar a estabilidade e atividade 

hemaglutinante (AH) da lectina. O processo deve aumentar a AH específica (relação entre a 

AH da lectina em estudo e a concentração de todas as proteínas), indicando que a lectina está 

sendo concentrada e outras substâncias que não são de interesse ou que sejam contaminantes 

estão sendo eliminados (SANTOS et al., 2013; PATRIOTA, 2017). A Tabela 2 mostra os 

principais métodos para dosagem de proteínas, incluindo seus princípios, aplicações e 

interferentes. 

 Após o isolamento da lectina utiliza-se a técnica de eletroforese em gel de 

poliacrilamida (PAGE) para a identificação do  seu grau de pureza (SANTOS et al., 2013). A 

sua carga líquida pode ser avaliada por técnicas de eletroforese para proteínas ácidas ou 

básicas (PAIVA et al., 2011). Na presença do agente desnaturante dodecilsulfato de sódio 

(SDS), pode ser verificada a composição em subunidades da proteína. E na presença de 

agentes redutores, como β-mercaptoetanol ou ditiotreitol, é possível investigar a presença de 

pontes dissulfeto na estutura proteíca (PROCÓPIO, 2018). Outra forma de verificação de grau 

de pureza é a utilização da cromatografia líquida de desempenho rápido (FPLC) ou de alto 

desempenho (HPLC-RP) que podem ser utilizadas também como um método de 

caracterização de massa molecular de proteínas (BARBOSA, 2013).  

 

Tabela 2. Principais métodos de dosagem de proteínas utilizados em lectinas, princípios, 

aplicações e interferentes. 

 

 

MÉTODOS 

 

PRINCÍPIO 

 

APLICAÇÕES 

 

LIMITAÇÕES E 

INTERFERENTES 
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Biureto 

O reativo do Biureto é 

constituído de uma mistura 

de cobre e hidróxido de 

sódio com um complexante 

(tartarato de sódio). Em 

meio alcalino, o cobre 

reage com proteínas 

formando um complexo 

quadrado planar com a 

ligação peptídica e o 

produto da reação 

apresenta duas bandas de 

absorção, uma em 270 nm 

e outra em 540 nm. 

Determina a 

concentração de 

proteínas totais em 

diversos meios e tecidos 

animais e de humanos. É 

utilizado em análise por 

injeção em fluxo e em 

alguns métodos 

cinéticos. É rápido, de 

baixo custo e não 

apresenta grande 

variação da absortividade 

específica, porém este 

método não é muito 

sensível. 

Sofre interferência de 

substâncias que possam: reagir 

com os íons cobre como 

amônio, Dextran-40 e 70, 

peptídeos, aminoácidos, tampão 

tris-HCl e glicose; substâncias 

que possam aumentar a turbidez 

e com  isso a absorção das 

amostras como, bilirrubina, 

lipídios e hemoglobina; e há 

ainda substancias que provocam 

falso positivo como melanina, 

lactose e amido. 

 

 

 

 

Lowry 

O reagente Folin-

Ciocalteau é uma mistura 

contendo molibdato, 

tungstato e ácido fosfórico, 

que sofre uma redução, 

pelo catalisador cobre (II), 

quando reage com cadeias 

laterais de alguns 

aminoácidos (tirosina, 

triptofano, cisteína, 

asparagina e histidina) 

produzindo um composto 

com absorção em 750 nm. 

Determina a 

concentração de 

proteínas totais em 

diversos meios, como 

também  tecido animal e 

tecido vegetal. Apresenta 

alta sensibilidade e tem 

sido utilizado em 

diversos tipos de 

equipamentos 

automatizados.  

Sofre interferência de 

substâncias que possam: reagir 

com a mistura gerando um falso 

positivo, como Compostos 

fenólicos, Ácido úrico, Guanina 

e xantina, Melanina, 4-

metilumbeliferona, Mercaptanas 

e cisteína, Tampão tris-HCl, 

Açúcares; provocar turbidez das 

amostras, como lipídios; 

provocar a formação de 

precipitado como detergentes; 

diminuir ou aumentar a 

absortividade como sulfato de 

amônio, bilirrubina e RNA, 

respectivamente. Possui 

absortividade específica 

altamente variável, não é rápida 

a análise e a reação é 

fotossensível. 

 

 

 

 

 

Bradford 

O método utiliza o corante 

Azul Brilhante de 

Coomassie G-250 que 

interage com aminoácidos 

de cadeias laterais básicas 

ou aromáticas da proteína, 

causando deslocamento do 

equilíbrio do corante para a 

forma aniônica, que 

absorve a luz fortemente 

em 595 nm. 

Determina a concentração de 

proteínas totais em diversos 

meios, como produtos 

alimentícios, tecidos de 

plantas e suspensões de 

células. É um método mais 

rápido e sensível, utilizado 

em equipamentos 

automatizados. 

 

Sofre interferência de 

substâncias que possam: 

reagir com o corante 

provocando falso positivo 

como tolbutamida, uréia, 

ciclodextrinas, glicerol e  

cloropromazina; resultar em 

falso negativo como cloreto 

de sódio e de potássio; 

alargar a banda de absorção 

como detergentes (Triton X- 

100, SDS, Tween-20); reagir 

com as proteínas como 

polifenóis e oxidases; 

diminuir a absorção da 
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amostra como 2-

mercaptoetanol, guanadina  

e fluoreto; causar  turbidez 

na amostra como Lipídios. A 

presença de proteínas de 

baixo peso molecular e a 

variação da absortividade 

específica subestima a 

concentração de proteínas 

totais.  Além disso o grau de 

pureza do corante pode 

causar baixa 

reprodutibilidade. 

Elaborada pela autora.  

  

Técnicas fluorimétricas para caracterização estrutural de proteínas são úteis para obter  

informações sobre conformação, sítios de ligação, interações com solventes, grau de 

flexibilidade e distâncias intermoleculares. Quando a energia da luz é absorvida, a molécula 

passa de um nível de energia fundamental para um nível de energia ativado, fenômeno 

chamado de transição quântica. Porém, esta energia vibracional é rapidamente dissipada como 

calor pela emissão de luz (fluorescência). A luz emitida terá menos energia (maior 

comprimento de onda) que a luz absorvida (MARQUEZIN, 2008; TSUTAE, 2016). Dois 

tipos de fluoróforos são usados em análise de fluorescência de macromoléculas – fluoróforos 

intrínsecos (para proteínas são triptofano, tirozina e fenilalanina) e fluoróforos extrínsecos 

(adicionados ao sistema e que se ligarão à macromolécula, como o bis-ANS). Na prática, a 

fluorescência do triptofano é a mais estudada, pois a fenilalanina tem um rendimento quântico 

muito baixo e a fluorescência da tirosina é freqüentemente muito baixa devido à supressão se 

ela estiver ionizada, ou próxima de um grupo amino, de um grupo carboxil, ou do triptofano 

(COSTA, 2009; PATRIOTA, 2017; PROCÓPIO, 2018).  

 

2.3. Atividades biológicas e aplicações biotecnológicas de lectinas vegetais  

 

 Diversas funções têm sido sugeridas para as lectinas vegetais, como por exemplo, 

transporte e armazenamento de carboidratos, proteínas de reserva, entre outras (PUSZTAI, 

1991; PEREIRA, 2019). Uma função importante relacionada as lectinas é como mecanismo 

de defesa contra diversos agentes, isso porque algumas lectinas podem ser formadas após 

receptores de reconhecimento ao patógeno (PRPs), reconhecerem moléculas associadas ao 

dano celular (DAMPs) e moléculas associadas ao patógeno (PAMPs/MAMPs) (Figura 4) de 
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forma que ocorre a ativação de uma cascata de sinalização através de proteínas quinase que 

reprograma a transcrição celular ativando a imunidade efetora da planta (ETI), que “liga” 

genes de resistência gerando a produção das lectinas (LANNO; VAN DAMME; 2014). Por  

serem capazes de promover sinalização e reconhecimento celular, sua função de defesa de 

lectinas vegetais contra diferentes tipos de patógenos se destaca, de forma que se observa o 

grande potencial das lectinas contra diversos agentes. A Figura 4 mostra como ocorre a 

expressão de algumas lectinas e o caminho pelo qual a lectina pode gerar tantos efeitos 

biológicos como: antitumoral (RAMOS, 2019), antimicrobiana (FERREIRA, BRITO et al, 

2018; PROCÓPIO, 2017) antiviral (GODIM, 2014) mitogênica (MELO, 2011; CARVALHO, 

2018), angiogênica (BATISTA, 2019) atividade antinociceptiva (RIVANOR, 2017) e 

atividade imunomoduladora (PATRIOTA, 2017; CORIOLANO, 2018). 

 

Figura 4. Representação da expressão gênica de lectinas através do sistema de defesa das 

plantas e sua ação no reconhecimento celular, sinalização e opsonização de patógenos. 

 

Fonte: VASTA (2012), adaptada. 

 

Essa capacidade de promover reconhecimento celular e sinalização celular permite a 

lectina ser utilizada no tratamento de diversas doenças, como o câncer. O câncer é 

caracterizado pela complexidade e heterogeneidade entre os vários tipos de tumores malignos 

como também pelas limitações e processos invasivos no tratamento dessa patologia. Além 

disso, os tumores podem criar rotas de sinalização para contornar a cascata de morte celular e 

criar resistência ao tratamento. Sendo assim, há sempre necessidade de busca de novos 
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compostos para tratamento dessas doenças e dentre esses agentes estão as lectinas. Algumas 

lectinas têm efeitos antiproliferativos para certas linhagens de células tumorais (BATISTA et 

al., 2017). As lectinas podem ser tóxicas para células tumorais e vários mecanismos estão 

envolvidos nessa toxicidade, tais como indução de apoptose, autofagia, necrose e inibição do 

crescimento celular. Por meio de interação com receptores específicos, que podem ou não ser 

glicosilados ou não, as lectinas podem modular importantes vias de sinalização envolvendo 

proteínas pró-apoptóticas (como Bcl-2, caspases, p53, ERK e Ras-Raf), levando a morte 

celular (ZHANG, 2010). 

 O potencial antiviral das lectinas é investigado desde a década de 80, principalmente 

contra o vírus HIV (LIU et al., 2014). A lectina de sementes de Dioclea sclerocarpa (DSL), 

por exemplo, inibiu a ploriferação dos vírus HIV-1 e HIV-2, (GONDIM, 2014). Algumas 

lectinas possuem capacidade de bloquear a ligação da partícula viral à molécula-alvo, 

impedindo assim a sua disseminação. As lectinas reconhecem e alteram glicoproteínas 

presentes no envelope viral, induzem a formação de vírions com baixa resistência e, assim, 

mais susceptíveis à neutralização pela resposta imunológica (MAHALIGAM et al., 2011). A 

lectina da cianobactéria Lyngabya confervoides (MK012409) mostrou atividade antiviral 

contra HSV-1, que causa infecções por vírus herpes simplex, inibindo a formação de placas 

em células Vero infectadas com HSV-1 (EL-FAKHARANY et al., 2020). Trinta e três 

lectinas de plantas com diferentes especificidades por carboidratos foram testadas contra o 

coronavírus SARS-CoV e o vírus da peritonite infecciosa (FIPV) e mostraram propriedades 

antivirais marcantes na faixa nanomolar, sendo as lectinas que se ligam a manose 

apresentaram maior atividade (KEYAERTS et al., 2007). 

 As propriedades antimicrobianas das lectinas estão relacionadas com a sua capacidade 

de reconhecer carboidratos na superfície das células bacterianas ou fúngicas, alterarando a 

permeabilidade de sua membrana. As lectinas interagem com diversos componentes da parede 

celular bacteriana, dentre eles, os ácidos teicóicos, os peptídeoglicanos e os 

lipopolissacarídeos (NIZET; VARKI; AEBI, 2018). Outro modo da ação antimicrobiana das 

lectinas é promover a aglutinação das cepas microbianas, bloqueando os sítios de ligação das 

bactérias e impedindo a ligação com células do hospedeiro (MOURA et al., 2015). Em 

fungos, pode ocorrer pela ligação da lectina com a quitina e resíduos de manose presentes em 

suas paredes celulares, o que resulta em uma ação inibitória sobre o crescimento e 

desenvolvimento desses microrganismos (DIAS et al., 2015; ZIATABAR et al., 2018; 

PROCÓPIO et al., 2017). 
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 Métodos alternativos para o controle de insetos que gerem menor risco à saúde 

humana e ao meio ambiente e produtos alimentícios saudáveis e isentos de resíduos de 

agrotóxicos têm sido investigados. Diversos estudos apresentam a eficiência de compostos 

isolados de plantas com atividade inseticida, tais como as lectinas (FILHO; NETO, 2014; 

OLIVEIRA, LIMA, 2020). Ensaios utilizando lectinas vegetais na dieta artificial de insetos 

constataram suas propriedades tóxicas às pragas, de modo que, aumentam a mortalidade ou 

retardam o desenvolvimento destes insetos. A ação inseticida pode ocorrer por diversos 

mecanismos que envolvem a desestabilização do metabolismo do patógeno/predador. Podem 

formar conjugados com as células epiteliais do intestino médio ou atingir o sistema 

circulatório, interferindo no mecanismo de defesa do inseto e desencadeando a inibição do 

desenvolvimento larval ou da sobrevivência de formas adultas (MACEDO; OLIVEIRA; 

OLIVEIRA, 2015; HUANG et al., 2016). 

Mitógenos são indutores de proliferação celular que promovem o avanço das fases 

(interfase e mitose) do ciclo celular culminando no crescimento celular, na duplicação de 

material genético e na divisão celular. Para ocorrer o crescimento e a proliferação celular são 

necessários sinais que induzam o ciclo celular, chamados de fatores de crescimento os quais 

se ligam aos seus receptores transmembrana ativando a cascata via tirosina-quinase e por fim 

estimulando o ciclo celular (MELO, 2011; CARVALHO, 2018). Lectinas ligadoras de 

glicose/manose têm sido utilizadas como agentes mitogênicos, sendo capazes de ativar 

linfócitos através de ligações ao receptor de células T, disparando a transição do ciclo celular 

de G0 para G1 (CARVALHO, 2018). 

A nocicepção é um mecanismo sensorial e molecular que permite detectar e reagir a 

estímulos nocivos contra os tecidos (TRACEY, 2017). Esse mecanismo tem sua devida 

importância baseado no fato de que, sem o estímulo da dor, não conseguiríamos associar a 

lesão com o objeto que a causou e assim criar uma memória protetiva contra esses objetos, 

bem como detectar processos danosos que estejam ocorrendo no nosso organismo. Porém, há 

casos nos quais se precisa controlar a sensação de dor, para simultaneamente tratar o quadro 

patológico com maior eficiência, diversos fármacos são utilizados com esse fim 

antinociceptivo, porém estão associados com dependência, ineficácia ou resistência. Na 

literatura diversas lectinas apresentam atividades nociceptiva (BARI, 2016; FIGUEIREDO et 

al., 2010; PINTO et al., 2013).  

As lectinas são utilizadas como ferramentas para distinguir as células tumorais das não 

tumorais e determinar o  tipo celular do tumor. Durante o processo tumoral a maioria dos 
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biomarcadores utilizados são glicoproteínas, que são expressas em níveis muito superiores aos 

normais e/ou sofrem alterações estruturais em sua porção glicano (HASHIM; JAYAPALAN; 

LEE, 2017). Sabe-se que a detecção antecipada do câncer é essencial no prognóstico, de 

forma que lectinas como biomarcadores podem trazer algumas vantagens sobre os métodos 

padrão, como a especificidade e a possibilidade de detecção de peptídeos glicosilados 

expressos mesmo em níveis baixos (PONRAJ et al., 2016; HASSANPOUR; DEHGHANI, 

2017) 

Há ainda outras atividadades e aplicabilidades das lectinas como, por exemplo, anti-

inflamatória (MUSZYNSKA et al., 2018), o isolamento, a purificação e os estudos estruturais 

de polímeros contendo carboidratos (FAIS et al., 2009),  a tipagem sanguínea 

(GORAKSHAKAR; GHOSH, 2016), a identificação de cepas de micro-organismos 

(ATHAMNA et al., 2006); produção de plantas transgênicas com resistência ao ataque de 

pragas (ZUO et al., 2012) e uso de lectinas como carreadores de drogas (BIES; LEHR; 

WOODLEY, 2004; DANHIER; FERON; PRÉAT, 2015).  

 

2.4 Atividade imunomoduladora de lectinas 

 

Agentes imunomoduladores são aqueles que alteram o funcionamento do sistema 

imunológico de forma a equilibrar ou restaurar a sua função fisiológica. Assim, dependendo 

da situação que o sistema se encontre o agente pode estimular (imunoestimulação) ou inibir 

(imunossupressão) a resposta imunológica de maneira terapêutica. Lectinas podem ativar 

células do sistema imunológico, entre elas macrófagos, mastócitos e linfócitos (DIAS-

NETIPANYJ et al., 2016; MELO et al., 2011;  BARBOSA-LORENZI et al., 2016). Essa ação 

imunomoduladora ocorre através da interação com porções glicídicas da superfície de células 

imunológicas, promovendo uma cascata de transdução de sinais para a produção de certas 

citocinas (KATRLÍK et al., 2010; GAO et al., 2013; SUNG et al., 2013) que estimulam 

respostas pró-inflamatórias ou anti-inflamatórias (PRASANNA; VENKATESH, 2015; 

MARINKOVIĆ et al., 2016; CAMPOS et al., 2016). A indução da secreção de óxido nítrico 

(NO) e citocinas, pode contribuir em parte para a capacidade antitumoral das lectinas ou 

estimular a resposta imunológica contra infecções microbianas ou ainda minimizar a resposta 

imune em casos de doenças autoimunes e transplantes (SINGH et al., 2017).  

O sistema imune é dividido em sistema imune inato e sistema imune adaptativo ou 

específico. Este último, diferente do primeiro, aumenta sua resposta se adequando à exposição 
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repetida e por isso exibe especificidade e memória. Esses sistemas são constituídos por 

componentes celulares e humorais (proteínas, incluindo as citocinas). As citocinas são 

produzidas por várias células imunológicas, como neutrófilos, monócitos, macrófagos, células 

B e células T. Essas citocinas atuam através de receptores de superfície expressos pelas 

células-alvo para regular cascatas de ativação ou inibição de certas condições fisiológicas de 

forma que podem apresentar potencial autócrino, parácrino e endócrino (RAMANI et al., 

2015; STENKEN; POSCHENRIEDER, 2015). 

As citocinas são proteínas pleiotropicas, ou seja, podem atuar de várias maneiras a 

depender da via de sinalização, da célula-alvo, etc. Por exemplo, o fator de necrose 

tumoral(TNF-α) é um mediador pró-inflamatorio, sendo tanto iniciador quanto modulador da 

extensão do processo inflamatório, induz febre e ativação de macrófagos e neutrófilos; por 

esse motivo, essa citocina é muito importante na inibição de doenças autoimunes e no 

tratamento de alguns tumores, como sarcomas e melanomas (AKDIS et al., 2016; CROFT; 

BENEDICT; WARE, 2013).  A interleucina 6 (IL-6) é uma outra citocina pró-inflamatória, 

porém também apresenta atividade regenerativa e anti-inflamatória (SCHELLER et al., 2011). 

Já a interleucina 10 (IL-10) é uma proteína anti-inflamatória com propriedades 

imunossupressoras sobre a produção de citocinas pró-inflamatorias (OUYANG et al., 2011).   

O óxido nítrico (NO) é um radical livre sintetizado por uma via que é catalisada por 

enzimas denominadas óxido nítrico sintases (NOS). O NO é expresso após os estímulos 

imunológico e inflamatório e é uma molécula sinalizadora envolvida em uma variedade de 

processos fisiológicos e patológicos que inibem a adesão e migração de células inflamatórias 

e a morte microbiana, através da geração de peroxinitrito (ONOO9-) (LO FARO et al., 2014; 

KAPRAL et al., 2015; MOHSENZADEGAN et al., 2015).  

De forma geral, ação das lectinas sobre as células imunológicas pode estimular 

especificamente um tipo celular, como no caso da lectina de Viscum album coloratum (VCA-

B) (KIM et al., 2014), que é uma potente estimuladora da maturação e da ativação de células 

dendríticas (CDs), ou estimular vários tipos/subtipos celulares como no caso da lectina de 

inflorescências da Alpinia purpurata (ApuL) (BRITO et al., 2017) que estimulou a 

diferenciação e a ativação de células CD8 +, CD4 + e co-estimulou CD28, subconjuntos de 

linfócitos. Assim, de acordo com seu perfil estimulatório as lectinas podem ação 

imunoadjuvante como terapêutico tumoral, ou ter ação imunorreguladora com potencial 

terapêutico para doenças autoimunes, por exemplo. 
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O perfil estimulatório das lectinas varia não apenas conforme o tipo de célula 

imunológica, mas também com o modelo experimental, por exemplo, em esplenócitos  

murinos a lectina de Musa paradisiaca (BanLec) mostrou um perfil de resposta pró-

inflamatório diferente do modelo experimental em linfócitos, e a BanLec também apresentou 

diferenças de perfil estimulatório variando com a via de administração (por via venosa inibiu 

interferon-gama (IFN-γ) e, por via retal estimulou a produção de interleucinas 2, 4 e IFN-γ) 

(SANSONE et al, 2016; STOJANOVIC et al., 2010). 

Algumas lectinas podem induzir a secreção de NO, como ocorreu com a lectina de 

frondes da Microgramma vacciniifolia, a MvFL (PATRIOTA et al., 2017), contribuindo em 

parte, para suas propriedades antitumorais, ou as lectinas podem não ter esse efeito sobre o 

NO como no caso da Calliandra surinamensis (CasuL) (PROCOPIO et al., 2018), no enteanto 

a CasuL revelou efeito estimulador sobre espécies reativas de oxigênio (EROs) e sobre IL-2 e 

TNF-α. 

Outro exemplo de lectinas com atividade imunomodulatória é a lectina de sementes 

Moringa oleifera (WSMoL) (CORIOLANO et al., 2018), que, em células mononucleares de 

sangue periférico (PBMC) humano induziu a liberação de TNF-α, IL-2, IL-6, IL-10 e NO o 

que traduz um modelo de imunoregulação compatível com o perfil de cicatrização de feridas, 

sendo então um potencial adjuvante em doenças imunossupressoras e no reparo de ferimentos. 

A lectina de folhas de Schinus terebinthifolia (SteLL) induziu um estado pró-inflamatório, 

estimulando a interleucina-17A, TNF-α, IFN-γ e IL-2, e também anti-inflamatório, 

estimulando IL-4, portanto esse perfil regulatório pode prevenir inflamações exacerbadas o 

que é apropriado em infeccões graves e sepses, sendo então essa lectina um potencial 

adjuvante para fármacos antimicrobianos, antiparasitários e anti-infecciosos (SANTOS, 

2020). 

 

2.5  Avaliação da citotoxicidade de compostos naturais 

 

A morte celular tem um papel essencial na manutenção da homeostase tecidual, porém 

a desregulação, positiva ou negativa, desse processo sustenta patologias diversas. Analisar a 

capacidade de potenciais ferramentas farmacológicas causarem danos a células e ao 

organismo é de suma importância, pois uma grande quantidade de produtos naturais pode 

apresentar toxicidade a nível genético, celular ou sistêmico (MAAG et al., 2015). A 
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toxicidade é a principal razão para a alta taxa de falha (40-50%) de medicamentos 

farmacêuticos (MATIĆ et al., 2013).  

Sendo um processo fisiológico regulado, a morte celular tem um importante papel 

biológico em vários processos, tais como o colapso endometrial durante a menstruação, na 

embriogênese, e até na imunidade (TAIT; ICHIM; GREEN, 2014). As alterações 

morfológicas e bioquímicas associadas à morte celular por apoptose (Figura 5) incluem a 

formação de vacúolos citoplasmáticos, encolhimento e diminuição do contato entre células 

vizinhas, fragmentação da membrana nuclear e condensação cromatínica, despolarização de 

membrana mitocondrial, fragmentação internucleossomal do DNA e alterações na assimetria 

de fosfolipídeos de membrana plasmática. 

Quando a morte celular é devido à necrose,  ela ocorre por resposta a lesões celulares e 

é caracterizada morfologicamente por inchaço citoplasmático e mitocondrial, ruptura da 

membrana plasmática e liberação do conteúdo extracelular. Isso gera uma resposta 

inflamatória causando a morte de outras células não lesadas, ou seja, nesta condição há 

alterações irreversíveis no tecido e/ou órgão afetado (MCILWAIN; BERGER; MAK, 2013)  

A Figura 5 também mostra o processo de necrose e a indução da inflamação por meio 

de alterações da função mitocondrial, diminuindo drasticamente a produção de ATP que 

interfere na função da bomba Na+/K+, levando à tumefação celular devido ao aumento de 

Na+ citosólico. O aumento do Ca2+ citosólico provoca ativação de fosfolipases e de proteases, 

que juntamente com o aumento de EROs induzem a perda da permeabilidade seletiva da 

membrana, ativação de proteases com consequente indução do extravasamento do conteúdo 

celular, sinalizando a migração de macrófagos (BLÉRIOT; LECUIT, 2016). Já a apoptose 

gera uma cascata de autodestruição (mediada por caspases) que culmina em degradação do 

DNA via ativação de endonucleases, desintegração nuclear e formação de corpos apoptóticos, 

que são retirados do tecido por macrófagos, esta sinalização ocorre devido a translocação da 

fosfatidilserina do lado interno para o lado externo da membrana sinalizando as células que 

serão fagocitadas (GALLUZZI et al., 2014; SHIBUTANI et al., 2015). 

Há várias rotas distintas para a ativação de caspases, dependendo do estímulo, sendo 

iniciadas via receptores de morte tais como Fas, também chamado de CD95 ou Apo-1 e TNF-

R1 (receptor fator de necrose tumoral) ou por meio de a via mitocondrial, com envolvimento 

de alterações de permeabilidade de membrana mitocondrial e liberação do citocromo c para o 

citosol mediada por Bcl-2 (Bax, Bid), que se liga a dATP, Apaf-1 e pró-caspase-9, formando 

o complexo apoptossomo. A caspase-9 ativa (iniciadora) pode então clivar as caspases 
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efetoras subsequentes como um mecanismo de amplificação de sinais durante o processo 

apoptótico (PARRISH; FREEL; KORNBLUTH, 2013). 

 

Figura 5. Processo de apoptose e necrose. 

 

Fonte: Disponível em (http://envelhecimento97unb.blogspot.com/2013/05/apoptose-

celular-apoptose-ou-morte.html) 

 

As lectinas vegetais, foram inicialmente conhecidas por sua toxicidade devido à 

identificação da ricina, e então outras lectinas tóxicas para células normais humanas têm sido 

descritas (LORD et al., 2003; ARAÚJO et al., 2013). Porém, várias lectinas têm se mostrado 

atóxicas para células normais humanas nas doses em que apresentam suas atividades 

biológicas, como é o caso da lectina de frondes da Microgramma vacciniifolia (MvFL), da 

lectina de sementes Moringa oleifera (WSMoL) e da lectina de folhas de Schinus 

terebinthifolia (SteLL) (BATISTA et al., 2017). Alguns dos tipos celulares atualmente 

empregados para avaliar a citotoxicidade de lectinas in vitro são PBMCs e os esplenócitos de 

camundongo (FERREIRA et al., 2016). 

http://envelhecimento97unb.blogspot.com/2013/05/apoptose-celular-apoptose-ou-morte.html
http://envelhecimento97unb.blogspot.com/2013/05/apoptose-celular-apoptose-ou-morte.html
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A detecção da apoptose pode ser feita pelo monitoramento da externalização de 

resíduos de fosfatidilserina no exterior da membrana plasmática, utilizando a proteína anexina 

V, ligante da fosfatidilserina, conjugada com marcadores fluorescentes, como o isotiocianato 

de fluoresceina. Em relação à necrose, que promove a permeabilidade da membrana, é 

utilizado o iodeto de propídeo (corante impermeável, ou seja, apenas penetra quando há perda 

de integridade da membrana) capaz de marcar as células quando se associa com as moléculas 

de ácidos nucleicos (KEPP et al., 2011; SUMANTRAN, 2011).  

 

2.6. A Aesculus hippocastanum  

 

Figura 6. Aesculus hippocastanum. (A) Aspecto geral. (B) Folhas. (C) Inflorescência. (D) 

Frutos. (E) Sementes. (F) Flor (G) Haste. 

 

Fonte: ISSAKOWICZ et. al. (2005). 

A Aesculus hippocastanum (Figura 6A), conhecida como castanheira-da-índia, 

pertence à família Hippocastanaceae (composta de 3 gêneros e 20 espécies), e está 

taxonomicamente classificada na divisão Magnoliophyta, classe Magliopsida, subclasse 

Rosidae e ordem Sapindales (CRONQUIST,1988). Porém, também pode ser da Sapindaceae, 

pois essas duas famílias são filogeneticamente muito semelhantes, quase includentes. A 

Sapindaceae possui alguns espécimes com frutos comestíveis (como a líchia), árvores 
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ornamentais e espécies medicinais, como o guaraná e a própria castanheira-da-índia. 

(ISSAKOWICZ, 2005). 

É uma planta nativa do Irã, norte da Índia, Sul da Ásia, Sudeste da Europa e dos 

Estados Unidos. Adaptável a variações climáticas encontra-se por todos continentes, no brasil 

foi trazida para o Brasil pelos imigrantes e se espalhou por todo território nacional 

rapidamente em princípio como árvore ornamental, mas é muito utilizada com fins medicinais 

em várias composições farmacológicas, tais como Novarrutina e Varicell Phyto, Venocur Fit, 

Hemorrimed, Varivax, entre outros (HARRIS et al., 2016). É descrita como uma árvore de 

caule ramificado, vertical e cilíndrico, de copa densa e regular com folhas pecioladas (Figura 

6B), irregularmente dentadas com ponta obtusa, suas flores formam uma inflorescência 

piramidal ereta (Figura 6C) e pétalas branco-amareladas. 

A espécie A. hippocastanum é a segunda em número de registros na ANVISA, sendo 

usada no tratamento de hemorróidas, varizes, diarréia, flebites, dismenorreia e hiperplasia 

prostática (ARAÚJO; CARVALHO, 2008; DUDEK-MAKUCH; STUDZIŃSKA-SROKA, 

2015; FELIPE et al., 2013). Suas sementes, cascas e folhas são as partes mais utilizadas na 

fitoterapia. A composição química das sementes é  de escina; outras saponinas (afrodescina, 

argirescina, criptoescina); taninos (ácido esculitânico, epicatequina, leucocianidina, 

leucodelfinina); pectina; leuceantocianina; potássio; óleo volátil; cálcio; fósforo; flavonoides 

(canferol, quercetina, rutina, astragalin e quercetina); heterosídeos cumarínicos (fraxina, 

escopolina, aesculetina, aesculosídeo e aesculina); óleos fixos (ácidos oléico, linoléico, 

palmítico, esteárico, e linolênico), bases nitrogenadas (guanina, adenina, e adenosina); 

alcaloides imidazólicos (alantoína); aminoácidos (arginina); ácidos orgânicos (cítrico, úrico); 

resina; vitaminas (B, C, K, caroteno e pró-vitamina D); proteínas e açúcares (HARRIS et al., 

2016).  

As propriedades venotônicas, vasoprotetoras, venotropica, antiexudativa (inibindo a 

hialuronidase), antiedematosa, anticoagulante, anti-inflamatória, e antioxidante (inibindo a 

lipoperoxidação) da A. hippocastanum estão geralmente associadas a seus metabólitos 

secundários  (ISSAKOWICZ, 2005; SIRTORI, 2001). Eles atuam reduzindo a permeabilidade 

e aumentando a resistência dos capilares melhorando a circulação, inibindo produtos da via do 

ácido araquidônico e agindo sobre a via do complemento. Além disso, esta planta possui 

atividades antigranulativa (ou seja, que impede a fibrinogênese), analgésica e antiviral 

(KEDZIERSKI et al., 2016; ZHANG; LI; LIAN, 2010). 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 Material Vegetal  

 

As sementes de A. hippocastanum foram obtidas em lojas de produtos naturais 

localizadas em Recife, Pernambuco. O acesso foi registrado (A2C6E1D) no  Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado. As 

sementes foram trituradas com um martelo e o pó foi obtido utilizando liquificador. A farinha 

de sementes obtida foi estocada a -20 ºC. 

 

3.2 Aspectos éticos 

 

 O Comitê de Ética do Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco 

(CEUA-UFPE) aprovou o método de coleta de eritrócitos de coelho (processo nº. 

23076.033782/2015-70) e de esplenócitos de camundongo (autorização nº 0048/2016). 

 

3.3 Extração e Purificação de AhSL 

 

Para preparação do extrato salino, 10 gramas da farinha de sementes foram 

adicionados a 100 mL de solução salina (NaCl 0,15 M na proporção de 10%, p/v) e a 

suspensão foi mantida sob agitação constante durante por 16 h a 28 °C utilizando uma barra 

magnética. O extrato das sementes foi obtido após filtração em gaze e centrifugação (12.000 × 

g, 25 ºC, 15 min, 25°C). Em seguida, o extrato foi dialisado com água destilada durante 4 h 

(com duas trocas do líquido) e liofilizado por aproximadamente 24 h a -50 °C. O extrato seco 

foi então ressuspendido em tampão de equilibrio Tris (Tris-HCl 0,1M,  pH 8,0) para uma 

concentração proteica de 1,0 mg/mL e aplicado em coluna de DEAE-Sephadex (GE 

Healthcare Life Sciences, Suécia) equilibrada com o tampão Tris. A eluição das proteínas foi 

monitorada seguindo a absorbância de 280 nm. As proteínas não-adsorvidas foram coletadas 

na etapa de lavagem com o tampão de equilíbrio. As proteínas adsorvidas foram eluídas com 

o tampão Tris contendo NaCl 1,0 M. Todos os picos proteicos foram avaliados quantos às 

atividades hemaglutinante e inibidora de tripsina (AIT) que estão descritas nas próximas 

seções. AhSL correspondeu ao pico de proteínas adsorvidas. A homogeneidade de AhSL foi 

avaliada em eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) para proteinas básicas  
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(REISFELD et al. 1962) ou ácidas (DAVIS 1962) usando geís de poliacrilamida de 10% 

(p/v). A concentração de proteínas ao longo das etapas de purificação foi determinada de 

acordo com o método de LOWRY et al. (1951). 

 

3.4 Ensaio de atividade hemaglutinante (AH)  

 

 A AH foi realizada para monitorar a propriedade de ligação da lectina a carboidratos. 

O ensaio foi realizado em placas de microtitulação (96 poços). A amostra (50 μL) foi 

adicionada no segundo poço e, em seguida, foi realizada uma diluição seriada em NaCl 0,15 

M. Então, foi adicionado em cada poço 50 μL de uma suspensão (2,5% v/v) de eritrócitos de 

coelho, previamente  tratados com glutaraldeído (BING et al. 1967). Após 45 min de 

incubação a 28 ºC , a AH foi definida como o inverso da última diluição que promoveu total 

aglutinação. AH específica (AHE) correspondeu à razão entre AH e a concentração de 

proteínas (mg/mL). 

 

3.5 Atividade inibidora de tripsina (AIT) 

  

 A atividade inibidora de tripsina foi determinada seguindo o efeito das amostras sobre 

a hidrólise do N-α-benzoyl-DL-arginina-ρ-nitroanilida (BAPNA) promovido pela enzima, 

gerando ρ-nitroanilina, cuja presença pode ser acompanhada pela leitura na absorbância de 

405 nm. Uma solução de tripsina (Sigma-Aldrich, EUA) a 0,1 mg/mL foi preparada em Tris-

HCl 0,1 M  (pH 8,0) contendo CaCl2 0,2M. Em uma microplaca de titulação, foram 

adicionados 50 μL da amostra, 5 µL da solução de tripsina e 140 μL do tampão Tris. A placa 

foi incubada por 15 min a 28 ºC e, em seguida, 5 μL de  8 mM BAPNA foi adicionado. A 

leitura da absorbância a 405 nm  foi realizada no tempo zero e após a incubação a 37 °C por 

30 min. Para determinar a atividade 100% da tripsina, um ensaio foi realizado usando o 

tampão Tris como controle. Ensaios brancos (ausência de amostra, ausência de tripsina e 

substrato, ausência de tripsina) foram também realizados. Uma unidade de atividade inibidora 

de tripsina  foi definida como a quantidade de inibidor que reduz a absorbância em 0,01 após 

30 min de incubação. A atividade inibidora de tripsina específica foi definida como a razão 

entre o número de unidades e a quantidade de proteínas na amostra (mg). 
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3.6 Caracaterização de AhSL 

 

3.6.1 Composição de subunidades 

 

 A composição de subunidades de AhSL foi avaliada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida (PAGE) sob condições desnaturantes (10%, p/v), na presença de dodecil 

sulfato de sódio (SDS) (LAEMMLI, 1970). Marcadores de massa molecular (12-225 kDa, GE 

Healthcare Life Sciences) foram submetidos a eletroforese no mesmo gel. As bandas 

polipeptídicas foram reveladas com solução de Azul de Coomassie a 0,02% (v/v) em ácido 

acético a 10% (v/v). 

 

3.6.2 Especificidade de ligação a carboidratos  

 

 A especificidade de ligação da AhSL a carboidratos foi avaliada através o ensaio de 

inibição da AH com monossacarídeos, dissacarídeos e glicoproteínas. AhSL foi previamente 

incubada por (30 min) com  soluções de carboidratos a 200 mM (D-arabinose, D-glicose, D-

frutose, D-fucose, D-galactose, D-manose, D-ramnose, D-ribose, D-lactose, D-maltose, N-

acetyl-D-glicosamina, N-acetyl-D-galactosamina ou ácido N-acetyl-neuramínico) ou de 

glicoproteínas a 0,5 mg/mL (azocaseína, albumina sérica bovina, tireoglobulina)  antes da 

adição dos eritrócitos. A AH na presença de açúcares foi comparada com os resultados na 

ausência destas moléculas. 

 

3.6.3 Efeito de cátions na AH 

  

 Para avaliar os efeitos de cátions na AH de AhSL, a lectina foi incubada com diferentes 

cations divalentes, como CaCl2, MnCl2 ou MgCl2 a 20 ou 40 mM por 30 min em uma razão 

de 1:1 (v/v). Em seguida, a AH foi determinada. 

 

3.6.4 Estabilidade térmica e frente a variação de pH  

 

 A estabilidade de AhSL frente a variações de temperatura e pH foi primeiramente 

avaliada pelo ensaio de AH. Alíquotas (100 µL) de AhSL (1,0 mg/mL) foram incubadas 

separadamente por 30 min em banho-maria a 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 °C e por 60 min a 
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100 °C. Então, foi avaliada a AH das amostras aquecidas. Para avaliar a estabilidade em 

diferentes valores de pH, AhSL (100 µL) foi incubada por 24 h nos tampões fosfato de citrato 

0,1 M (pH 3,0 a 6,0), fosfato de sódio 0,1 M (pH 7,0) ou Tris-HCl 0,1 M (pH 8,0 e 9,0) e, em 

seguida, foi realizado o ensaio de AH.  

 Os efeitos de pH e temperatura na conformação de AhSL foram também avaliadas por 

análise fluorimétrica usando a sonda extrínseca bis-ANS [bis(8-anilinonaphthalene-1-

sulfonate)]. As medidas de fluorescência foram realizadas utilizando as seguintes amostra da 

lectina (2,0 µM): AhSL em água; AhSL  incubada por 24 h a pH 1.0 a 10.0; ou AhSL 

incubada por 30 min a 30º ou 100 ºC. Em uma cubeta de quartzo (caminho óptico: 10 × 10 

mm; Hellma GmbH & Co. KG, Alemanha), a sonda bis-ANS (excesso molar de 50 vezes) foi 

adicionada à amostra e teve seu espectro de emissão de fluorescência (400–600 nm) 

registrado em um espectrofluorímetro Jasco FP-6300 (Jasco Corporation, Japão) a 25 ºC, 

usando um comprimento de onda de excitação de 360 nm. A ligação do bis-ANS foi avaliada 

pela área de intensidade de fluorescência em unidades arbitrárias. O espectro do solvente foi 

descontado. Os espectros apresentados constituem uma média de 5 varreduras. 

 

3.7 Avaliação da atividade imunomoduladora  

 

3.7.1 Coleta de esplenócitos de camundongos e condições gerais do ensaio  

 

Fêmeas de camundongos BALB/c (6–8-semanas de vida) foram obtidas do biotério do 

Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco. Os 

camundongos foram anestesiados (xilazina a 10 mg/kg e quetamina a 115 mg/kg e 

sacrificados para remoção dos esplenócitos. Os esplenócitos foram obtidos como descrito por 

PROCÓPIO et al. (2018).  A viabilidade das células foi determinada pelo método de exclusão 

com Azul de Trypan. Somente culturas com viabilidade > 98% foram usadas nos ensaios. Em 

todos os experimentos, o cultivo de células (106 células/poço) foi realizado por 24 h usando 

meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) contendo soro fetal bovino a 10% (v/v)  e em uma 

atmosfera  de 5% CO2. Para as análises, células não tratadas ou tratadas com AhSL foram 

coletadas por centrifugação (450 × g, 4 ºC, 10 min) e lavadas duas vezes com solução salina 

tamponada com fosfato (PBS). A plataforma  FACSCalibur (BD Biosciences, Franklin Lakes, 

EUA) foi usada para análises por citometria de fluxo e o número de eventos coletados foi de 

20.000 por amostra. Dois experimentos independentes foram realizados em sextuplicata. 
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3.7.2 Ensaio de citotoxicidade 

  

 Os esplenócitos foram cultivados na ausência (controle) ou na presença de AhSL (3,12–

50 μg/mL). A morte celular foi então analisada usando o kit FITC Annexin V Apoptosis 

Detection Kit II (BD Biosciences), seguindo as instruções do fabricante. A citometria de fluxo 

foi realizada na plataforma FACSCalibur (BD Biosciences). Os resultados foram analisados 

usando o software CellQuest Pro (BD Biosciences). As células coradas apenas com iodeto de 

propídio foram consideradas necróticas e as coradas apenas com anexina V foram registradas 

como apoptóticas. As células não coradas foram consideradas viáveis.  

 

3.7.3 Quantificação de espécies reativas de oxigênio (EROs) citosólicas e mitocondriais   

 

 Também foi empregada citometria de fluxo para avaliar os níveis de EROs no citosol e 

mitocôndrias de esplenócitos não tratados e tratados com AhSL (12,5 µg/mL). As sondas 

dihidroetídio (DHE; Sigma-Aldrich) e MitoSox Red (Thermo Fisher Scientfic, EUA) foram 

utilizadas para determinar os níveis citosólicos e mitocondriais, respectivamente. Em placas 

de 24 poços, os esplenócitos não tratados e tratados foram incubados com DHE a 5 μM por 40 

min ou MitoSox Red a 5 μM por 10 min. Em seguida, as células foram lavadas com PBS, 

centrifugadas e o sedimento foi ressuspenso em PBS e transferido para tubos de citômetro. Os 

comprimentos de onda de excitação e emissão foram estabelecidos em 488 e 620 nm, 

respectivamente.  

 

3.7.4 Determinação do potencial transmembrana mitochondrial (ΔΨm) 

  

 O potencial transmembrana mitocondrial (ΔΨm) de células não tratadas e tratadas com 

AhSL  foram determinadas usando a sonda MitoStatus (BD Biosciences). As células foram 

incubadas com 0,1 mM MitoStatus a 37 °C por 30 min. Após lavagem com PBS e 

centrifugação  (300 × g, 25 °C, 5 min), as células foram submetidas ao citômetro de fluxo,  

configurados os comprimentos de excitação e emissão  a 488 e 620 nm, respectivamente.  

 

3.7.5 Quantificação de liberação de citocinas  
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As células foram cultivadas na ausência ou presença de AhSL (12,5 µg/mL) e os 

sobrenadantes foram depois coletados para quantificação de citocinas usando o kit CBA 

(Cytometric Bead Array) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine (Becton Dickinson Biosciences, 

USA). Foram analisados os níveis de interleucinas  (IL) 2, 4, 6, 10 e 17A, fator de necrose 

tumoral alpha (TNF-α) e o interferon gama (IFN-γ). Os ensaios foram realizados de acordo 

com as instruções do fabricante e os dados analisados usando o software FCAP 3.1 software 

(BD Biosciences). A curva padrão para cada citocina (0-5000 pg/mL) foi obtida e a faixa de 

detecção foi entre  2–5000 pg/mL. 

 

3.7.6. Quantificação de liberação de óxido nítrico (NO)  

 

Os sobrenadantes das culturas não tratadas e tratadas com AhSL (12,5 µg/mL)  foram 

usados para avaliar os níveis de NO pelo método colorimétrico de Griess (DING et al. 1988). 

A concentração de NO foi estimada utilizando uma curva padrão (3,12-100 μmol/mL) e um 

espectrofotômetro de microplacas a 595nm.   

 

3.8 Análise Estatística 

 

 Os desvios-padrão (DP) foram calculados usando o programa GraphPad Prism 5.01 

software GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e os dados foram expressos utilizando  

testes não paramétricos. O teste Shapiro-Wilk foi usado para testar a hipótese de normalidade. 

As diferenças estatísticas entre dois grupos de dados foram analisadas pelo teste Wilcoxon ou 

por análise de variância (ANOVA) no caso de três ou mais grupos de dados. O nível de 

significância foi configurado em 95% (p < 0.05). 
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4. RESULTADOS 

 

 O extrato salino de sementes de A. hippocastanum apresentou uma concentração 

proteica de 4.0 mg/mL e atividade hemaglutinante específica (AHE) de 140,8 (Tabela3). O 

fracionamento com sulfato de amônio não resultou em aumento da AHE nas frações 

precipitadas e sobrenadantes, sendo então esta etapa eliminada. O extrato foi então aplicado 

em cromatografia de troca iônica utilizando a matriz DEAE-Sephadex. Foram observados um 

pico não adsorvido (P1) e depois um adsorvido (P2) (Figura 7), os quais foram avaliados 

quanto à AH e concentração de proteínas. Apenas P2 promoveu hemaaglutinação (AH: 

9.690), correspondendo ao rendimento de purificação de 68,8 (Tabela 3). O processo de 

purificação, portanto, resultou em um aumento da AHE.  

 

Figura 7. Isolamento da lectina de sementes de Aesculus hippocastanum (AhSL). 

Cromatografia do extrato bruto em matriz DEAE-Sephadex. P1 corresponde a proteínas não 

adsorvidas à matriz. P2 (AhSL) corresponde às proteínas adsorvidas e eluídas  com NaCl 1,0 

M.  

 

 

 A eletroforese em PAGE de AhSL, para proteinas ácidas (Figura 8A), revelou a única 

presença de uma única banda polipeptídica (Figura 8A) enquanto nenhuma banda foi 

detectada para proteinas nativas básicas, indicando a homogeneidade da proteina. A proteina 
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presente em P2 foi denominada AhSL e o sumário de purificação desta lectina está descrito na 

Tabela 3. SDS-PAGE, apresentou duas bandas polipeptídicas de 68 e 124 kDa  (Figura 8B). 

 

Figura 8.  Purificação da lectina de sementes de Aesculus hippocastanum (AhSL). (a) 

Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) de AhSL para proteínas nativas ácidas (10%, 

p/v) (A). SDS-PAGE (10%, p/v) de AhSL em condições desnaturantes (B). Marcadores 

moleculares (MM) forma utilizados como padrões da eleltroforese. Os géis foram corados 

com Azul de Coomassie 0,02% (v/v) em ácido acético a 10%. 

 

 

Tabela 3. Purificação da lectina de A. hippocastanum (AhSL) com base nas atividades 

hemaglutinante e inibidora de tripsina. 

 

 

Amostra Proteína 

(mg/mL) 

Atividade hemaglutinante (AH)  Atividade inibidora de tripsin (AIT) 

Unidade AH específica Fator de 

purificação 

 

 

Unidade AIT 

específica 

Fator de 

purificação 

Extrato 0,9 128 140,81 1,0  14,95 149,57 1,0 

AhSL 0,212 2048 9.690 68,8  4,57 1280,31 8,5 

O fator de purificação foi calculado pela razão entre a atividade específica de AhSL e a do 

extrato. 

 A AH específica de AhSL foi totalmente inibida por tireoglobulina e praticamente 

abolida por ácido N-acetil-neuroamínico e albumina sérica bovina (AHE de 4,3), já pelos 
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carboidratos arabinose, manose, maltose e lactose a AHE foi reduzida em 75%, (Tabela 4). A 

presença de cátions bivalentes não modificaram qualquer efeito na habilidade de AhSL em 

aglutinar eritrócitos. O extrato e AhSL inibiram a atividade de tripsina (atividade específica 

de 149,5 e 1.280,3, respectivamente com fator de  purificação: 8,5 para AhSL). 

 

Tabela 4. Atividade hemaglutinante (AH) específica de AhSL na presença de carboidratos e 

glicoproteínas.  

Carboidratos  AH específica 

Monossaarídeos (200 mM)  

Arabinose 560 

Frutose 1.120 

Galatose 1.120 

Glicose 1.120 

Manose 560 

Metil-α-D-glicopiranosídeo 1.120 

N-acetil-glicosamina 1.120 

Ácido N-acetil-neuroamínico 4,37 

Ribose 1.120 

Dissacarídeos (200 mM)  

      Lactose 560 

      Maltose 560 

Glicoproteínas (0,5 mg/mL)  

      Azocaseína 2.240 

      Albumina sérica bovina 4,37 

      Tireoglobulina 0 

AH específica de AhSL em NaCl 0,15 M na ausência de moléculas glicosiladas: 2.240. 

 

 AhSL mostrou ser uma proteína termoestável, pois a AHE não sofreu alterações após 

aquecimento em todas as temperaturas testadas. A AH também não foi modificada após 

incubação da lectina na faixa de pH 4,0 a 8,0. A estabilidade da conformação de AhSL com 

alterações de temperatura e de pH foi avaliada através de análise fluorimétrica utiizando a 
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sonda extrínseca bis-ANS. As analises revelaram que as amostras de AhSL, após aquecimento 

a 30°C e 100 ºC (Figura 9A), indicando estabilidade conformacional a qual corrobora com os 

resultados do ensaio de estabilidade térmica da AH. A conformação de AhSL também revelou 

grande estabilidade quando esta proteina foi incubada em diferentes valores de pH, sendo 

detectada sua desnaturação somente no pH 1,0 (Figura 9B), com diminuição de sua 

fluorescência de bis-ANS devido à exposição dos centros hidrofóbicos à água. Os 

comprimentos máximos de onda de emissão e intensidades de fluorescência não variaram 

significativamente (Figura 9B) quando a AhSL foi incubada em todos os valores de pH 

testados. De fato, o AH da lectina não variou de acordo com alteração do pH do meio. 

 

Figura 9. Efeitos da temperatura (A) e pH (B) na conformação de AhSL. A fluorescência da 

sonda extrínseca bis-ANS foi monitorada na presença de AhSL incubada for 30 min a 30 ou 

100 ºC ou por 24 h em pH 1.0 a 10.0. 

 

 

 

 AhSL (3,12–50 µg/mL) não foi citotóxica para esplenóctitos de camundongo desde 

que a porcentagem de células apoptóticas e necróticas não foi significativamente diferente (p 

> 0.05) do controle (Figura 10A). O tratamento com AhSL (12,5 µg/mL)  não induziu a 

despolarização da membrana mitocondrial (Figura 10B) e nem aumentou os níveis de EROs 

citosólicas e mitocondriais  (Figuras 10C e 10D, respectivamente). A Figura 11 mostra que 

AhSL (12.5 µg/mL) induziu significantemente (p < 0.05)  a liberação de IL-6I, L-10, , TNF-α 

e  NO pelos esplenócitos. 
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Figura 10. Avaliação dos efeitos citotóxicos de AhSL sobre esplenócitos de camundongos 

BALB/c. (A) Análise por citométrica de fluxo utilizando os marcadores anexina V e iodeto de 

propídio para determinar o número de células em apoptose ou necrose, respectivamente. As 

barras representam a média ± desvio padrão de seis experimentos. (B–D) Efeitos de AhSL 

(12,5 μg/mL) no potencial mitocondrial da membrana, ΔΨm (B), bem como na produção de 

espécies reativas de oxigênio(ERO) citosólicas (C) e mitocondrial (D) em esplenócitos. Não 

foram encontradas diferenças significativas entre os tratamentos. 
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Figura 11. Efeitos de AhSL (12.5 μg/mL) na liberação de citocinas (A–G) e  óxido nítrico 

(H) por esplenócitos de camundongos BALB/c. (*) p < 0.01. (**) p < 0.0001 (***). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 Aesculus hippocastanum apresenta um amplo potencial terapêutico e diversos 

compostos bioativos, principalmente metabólitos secundários, têm sido identificados nesta 

espécie. Entretanto, há pouco relato sobre as bioatividades de suas proteínas. Neste presente 

estudo, descrevemos a purificação e caracterização de uma lectina das sementes de A. 

hippocastanum e seu potencial como agente imunomodulador. 

 A homogeneidade de AhSL foi revelada por PAGE para proteinas nativas ácidas, 

confirmando a sua natureza aniônica. SDS-PAGE revelou que AhSL é uma proteina de 

elevada massa molecular, com 124 kDa, e pode ser uma proteina composta de subunidades 

com aproximadamente 68 kDa. Antonjuk et al. (1993) descreveram a purificação de uma 

lectina de sementes de A. hippocastanum que mostrou uma massa molecular de 132 kDa em 

cromatografia de gel filtração e uma única banda polipeptídica de 32 kDa em SDS-PAGE. É 

possível que estes autores isolaram a mesma proteina que foi purificada por nós, mas eles não 

relataram mais dados que pudessem ser comparados com outras caratecterísticas encontradas 

até o momento para AhSL. 

 AhSL revelou ser uma proteina termoestável e ativa em uma ampla faixa de pH. Esta 

estabilidade pode ser uma vantagem da proteína em estudo, sugerindo que ela possa ser 

aplicada em diversas condições ambientais sem perda de sua funcionalidade de ligação a 

carboidratos. A AH de AhSL foi inibida principalmente pelo monossacarídeo ácido N-acetil-

neuroamínico (componente do ácido siálico) e as glicoproteínas albumina sérica bovina e 

tireoglobulina. Lectinas ligadoras de ácido siálico são ferramentas analíticas potenciais  para 

detecção, purificação, localização citoquímica e quantificação de resíduos de ácido siálico nas 

células (MANDAL e MANDAL, 1990). Algumas das cadeias oligossacarídicas ligadas à 

tireoglobulina contêm ácido siálico como resíduo terminal (ZĄBCZYŃSKA et al. 2018) e 

isso pode explicar a afinidade de AhSL por esta glicoproteína. As lectinas também têm sido 

empregadas com sucesso como ligantes imobilizados em matrizes para cromatografia de 

afinidade visando purificação de albumina e tireoglobulina (NAPOLEÃO et al. 2013). Essas 

podem ser  algumas das futuras aplicações biotecnológicas para AhSL. 

 Estudos prévios sobre lectinas que também agem como inibidores de tripsina nos 

estimularam a avaliar se AhSL poderia apresentar esta propriedade. Devido sua capacidade de 

inibir protease e de se ligar a carboidratos, AhSL pode ser considerada uma proteina 

multifuncional, similarmente às lectinas como CrataBL (isolada da casca de Crataeva tapia) e 
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MvFL (isolada do fronde de Microgramma vacciniifolia)  ambas atividades de lectinicas e  

inibidora de tripsina (FERREIRA et al. 2013; PATRIOTA et al. 2017). 

 AhSL não foi citotóxica para esplenócitos de camundongos indicando que as 

concentrações testadas poderiam ser utilizadas nos ensaios imunomoduladores. A ausência de 

alterações no potencial da membrana mitocondrial ou dos níveis de EROs citosólicas e 

mitocondriais corrobora com a ausência de efeitos tóxicosaos esplenócitos. A lectina dos 

folíololos de Calliandra surinamensis (CasuL) também não provocou estresse celular nem 

induziu a formação de radicais livres nos esplenócitos de camundongos (PROCÓPIO et al., 

2018). 

 AhSL induziu a liberação de IL-6, IL-10, TNF-α e Nopelos esplenócitos. A IL-10  

inibe a produção de outras citocinas por monócitos, granulócitos e células B, bem como inibe 

a ativação das células T, mostrando uma capacidade anti-inflamatória que pode ser explorada 

para controlar reações auto imunes e alergias. Por sua vez, a IL-6 estimula o crescimento, a 

diferenciação das células B e T e também a produção de anticorpos, de forma que 

estimulantes dessa citocina podem ser utilizados como coadjuvantes em vacinas (MELO et 

al., 2011; GUO et al., 2017). O fator de necrose tumoral, TNF-α, tem um efeito citotóxico 

sobre células tumorais, parasitas e bactérias, exibindo uma atividade pro-inflamatória que 

pode ser utilizada em terapias antitumorais, por exemplo (CROFT et al., 2013; 

GEIJTENBEEK e GRINGHUIS, 2016). O radical livre NO age como uma molécula 

pluripotente, tendo propriedades pró- e anti-inflamatórias, sendo o balanço entre estes dois 

efeitos dependente do local e da quantidade de produção. A indução da liberação de NO por 

lectinas têm sido correlacionada com efeitos antitumorais e modulaçao do sistema imune 

(PATRIOTA et al., 2019a). 

 Sendo assim, AhSL tem potencial para ser avaliada futuramente visando avaliar a 

aplicação potencial de sua estabilidade e de seus efeitos pró-inflamatórios que poderiam ser 

regulado ao mesmo tempo pelo estímulo da produção de IL-10. A lectina MvFL estimulou, in 

vitro, as PBMCs humanas a liberem TNF-α, IFN-γ, IL-6, e NO (PATRIOTA et al. 2017) e a 

lectina ApuL promoveu o aumento dos níveis de IL-6, IL-17A, IFN-γ, e TNFα (BRITO et al. 

2017), em ambos os casos com concomitante estímulos da citocina regulatória IL-10, 

similarmente à AhSL.  

 AhSL também pode apresentar um potencial biotecnológico como um 

imunomodulador para ser usado em estudos com células imunes, similarmente à lectina das 
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folhas de Schinus terebinthifolia, a qual induziu predominantemente uma resposta pro-

inflamatória em esplenócitos de camundongos (SANTOS et al., 2020). 

 Em resumo, uma proteina multifunctional chamada AhSL foi purificada das sementes 

de A. hippocastamum. AhSL mostrou ambas atividades de lectina e inibidora de tripsina, é 

uma proteina termoestável e mostrou atividade imunomoduladora in vitro sobre esplenócitos 

de camundongos. Estas características tornaram a AhSL uma proteina bioativa com potencial 

biotecnológico, estimulando estudos futuros. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 AhSL, foi isolada com fator de purificação e AHE elevados, é uma proteína acídica, 

termoestável, de massa molecular de aproximadamente 124 kDa e com afinidade por 

ácido N-acetilneuroamínico.  

 AhSL demonstrou baixa citotoxicidade para esplenócitos de camundongo, não sendo 

capaz de induzir apoptose e necrose em todas as concentrações testadas. 

 AhSL apresentou efeito imunomodulador sobre esplenócitos de camundongo, 

induzindo proliferação celular e liberação de citocinas (IL-6, IL-10 e TNF-α) e de 

oxido nítrico. 

 Os resultados obtidos estimulam estudos futuros in vivo relacionados à propriedade 

imunomoduladora de AhSL, como exemplo a atividade antitumoral. 
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