CONSELHO NACIONAL DE PESQUISAS
INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA
BOLETIM DO MUSEU PARAENSE EMILIO GOELDI
NOVA SERIE
BELEM — PARA — BRASIL

BOTANICA " N° 36 22, JULHO, 1970

HEMAGLUTININAS E HEMOLISINAS EM PLANTAS
DA REGIAO AMAZONICA

MANUEL AYRES (%)

REGINA MARIA BARROS (%)
FraNcisco M. SALZANO (*¥*)
PaurLo B. CAVALCANTE (**¥)

INTRODUGCAO

A pesquisa de substancias hemaglutinantes extraidas de
sementes de diversas plantas, particularmente leguminosas,
vem sendo amplamente desenvolvida desde o trabalho inicial
de Stillmark (Apud Boyd, 1963). No Brasil, éstes estudos
foram realizados principalmente por Ottensooser, que em
1955 calculou ja terem sido investigadas, em todo o mundo,
perto de mil espécies. Anos apés, Tobiska (apud Prokop
& Uhlenbruck, 1969), calculou éste nimero em 3.000. Al-
guns autores publicaram extensas listas (vide, por exemplo,
Boyd, Wasczenko-Zacharczenko & Goldwasser, 1961; Hossai-
ni, 1968). Boyd (em Boyd & Shappleigh, 1964) sugeriu a
denominacdo de lectinas para designar as aglutininas extrai-
das de plantas que eram especificas a certos antigenos; as
inespecificas sdo denominadas de maneira geral, fitoagluti-
nas, fitohemoaglutininas ou aglutininas vegetais. Muitos
désses extratos apresentam também atividade hemolitica.
O mecanismo intimo dessa atividade e seu significado ainda
nao estio esclarecidos.
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E bem conhecida a importancia das fitoaglutininas,
mas é sempre valido ressaltar o seu valor nos trabalhos de
laboratorio para o diagnoéstico dos secretores, na determina-
¢io de grupos e subgrupos sanguineos, na estimulacio da
mitose e em varios campos de investigacio tedrica, como por
exemplo, na Antropologia Fisica (Levine et alii, 1955), e es-
pecialmente em estudos imuniquimicos (revisGes recentes
s6bre o assunto podem ser encontradas em Boyd, 1963;
Race & Sanger, 1968; Dechary, 1968; e Prokop & Uhlenbruck,
1969) . Portanto, apesar do nuimero extenso de sementes ja
estudadas, a riqueza da flora amazdnica constituiu um for-
te estimulo para a pesquisa dessas substincias em plantas
da referida area. REste trabalho apresenta os primeiros re-
sultados désse estudo.

MATERIAL E METODOS

Incluimos nesta primeira investiga¢do, além das legu-
minosas, plantas de outras familias botanicas, num totai de
109 espécies ou variedades; algumas (como Corchorus
capsularis L.), 86 recentemente foram introduzidas na Ama-
z0nia brasileira.

As sementes foram coletadas em sua maior parte por
dois dos autores (M.A. e P.B.C.), ou supridas pelas seguin-
tes instituicbes : Instituto de Pesquisa e Experimentacao
Agropecuarias do Norte (IPEAN), Instituto Nacional de Pes-
quisas da Amazbnia (INPA) e Instituto de Desenvolvimento
Econdmico e Social do Parda (IDESP). A grande maioria
do material de estudo foi de proveniéncia do Municipio de
Belém, Pa.), parte de outras regites do mesmo Estado e pe-
queno numero do Estado do Amazonas e Territorio do Ama-
pa. A classificacdo botanica foi feita por um dos autores
no Museu Paraense Emilio Goeldi. '

Os extratos foram obtidos segundo a técnica descrita
por Boyd et alii (1961), utilizando sementes consideradas
maduras.

Os eritrécitos humanos usados como “células testes” em:
suspensio salina a 2% de NaCl a 0,9%, foram tipados no,
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Laboratdrio de Genética da Faculdade de Filosofia, Ciéncias
e Letras da Universidade Federal do Para. O painel era
constituido de quatro tipos de glébulos vermelhos, os quais
estavam sempre representados os fenédtipos A;, A;, B, O,
MN, Rh-+ e Rh-. Os testes foram realizados adicionando-
se uma gota da suspensao celular em uma goéta do extrato
das sementes, num tubo de 10x 75 mm. As misturas eram
centrifugadas imediatamente, durante um minuto, a veloci-
dade de 1.000 r.p.m. (testes “imediatos”), ou apds a per-
manéncia durante uma hora em : a) temperatura ambien-
te; b) banho-maria a 37 °C e ¢) refrigeracao a 4 °C.

As leituras foram realizadas a Olho nu, classificando-se
as aglutinacoes de 1 a 4, de acordo com a intensidade cres-
cente das reacdes. As hemdlises foram designadas pela le-
tra h, independentemente do grau observado.

RESULTADOS

Encontram-se reunidos nas tabelas 1 € 2, os nomes das
plantas cujos extratos das sementes foram testados para
atividade hemaglutinante. A primeira tabela, relaciona as
espécies que apresentaram sementes com atividade agluti-
nante e/ou hemolitica para os eritrécitos humanos utiliza-
dos, enquanto a segunda diz respeito aos extratos uniforme-
mente negativos para essas células. Apenas uma lectina
foi encontrada, em extratos de Crotalaria mucronata (tabe-
las 1 e 4).

Como pode ser visto na tabela 3, do total de 109 espé-
cies e variedades de plantas cujas sementes foram examina-
das, 54 pertenciam & famfilia das leguminosas e 55 a outras
familias bot&nicas. Embora a maioria dos extratos especi-
ficos ja descobertos ocorra em leguminosas, nao ha indica-
¢ao na tabela de que haja mais atividade hemolitica e/ou
aglutinante em plantas dessa ltima familia. Antes
ao contrario, h4& um namero significativamente maior
(X2==52; 1 g.1.; P< 0,05) de plantas com extratos ativos
no conjunto das outras familias; a percentagem total de
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plantas com fitoaglutininas e/ou hemolisinas é de 38,9% en-
tre as leguminosas e 61,8% nas outras familias. Parg o to-
tal de nossa amostra, éste nimero alcanca 50,5% . O valor
obtido por nés entre as leguminosas é da mesma ordem de
magnitude do encontrado por Renkonen (1948), entre 99
espécies da subfamilia Papilionoideae dessa mesma familia
(37,4%). Hossaini (1968), no entanto, testando extratos
de 222 plantas pertencentes a diversos grupos taxonfmiccs,
encontrou uma percentagem muito menor de plantas com
atividade em meio salino : apenas 18.5%. Em sua amos-
tra, o numero de extratos com atividade aglutinante foi
aproximadamente o mesmo daqueles com propriedades he-
moliticas, enquanto em nosso material houve predominincia
déstes ultimos.

As variacOes nas reacgOes aglutinantes, foram de peque-
na intensidade para o mesmo extrato, nos quatro tipos de
testes realizados (tabela 2). O comportamento das hemo-
lisinas foi diferente : sempre se revelaram a 37 °C apés uma
hora de incubacido, 0. mesmo néo ocorrendo a 4°C, tempe-
ratura ambiente ou quando a leitura do teste era feita ime-
diatamente ap6s a mistura do extrato com a suspensio ce-
lular. Dos 39 extratos que apresentaram atividade hemo-
litica apdés uma hora & 37°C, apenas 15 (38,5%) evidencia-
ram tal propriedade no teste imediato. Nove extratos mnéo
foram testados apds incubacido de uma hora a temperatura
ambiente, ou a 4°C. Em relagio aos 30 restantes, 20
(66,7%), apresentaram concordancia apés incubacio a 37°C
ou temperatura ambiente e 18 (60,0%) nos tratamentos de
incubagido & 37°C ou 4°C. Tais resultados podem explicar,
pelo menos em parte, a diferenca no niumero de extratos he-
molisantes em nossa amostra e na de Hossaini (1968). To-
dos os testes realizados por ésse autor envolveram apenas 15
minutos de incubacfo; dessa maneira, alguns extratos com
atividade hemolitica ndo muito acentuada, poderiam ter pas-
sado desapercebidos.

Jé é conhecido que o conteido em aglutininas de uma
determinada espécie pode variar em linhagens de diferen-
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tes regioes geograficas. Isso nos levou a realizar a titula-
gem de extratos de Crotalaria mucronata (que € uma sind-
nima de Crotalaria striata — Ledoux, com. pes.), coletados
em Belém e Santarém (686 km), duas localidades no Estado
do Para bastante afastadas, comparando os resultados entre
si e com testes similares realizados nessa lectina por outros
autores. Os resuitados estao indicados na tabela 4. Os ti-
tulos dos extratos de sementes maduras de Belém e Santa-
rém sao praticamente idénticos (1,32 — 1/64 para A; e 1,2
para A» e B). Com sementes imaturas (verdes), no en-
tanto, as reagoes foram uniformemente negativas. Os titu-
los obtidos por Bird (1956) e Mikeld (1957) sdo em geral
semelhantes aos nossos; Ottensooser et alii (1963), por
outro lado, encontraram titulos mais elevados em rela-
cao a Ay. Ja os resultados de Boyd et alii (1961) e a amos-
tra de Darjeeling estudada por Bird (1956), sé podem ser
explicados pela ocorréncia de variacao geografica na quanti-
dade de lectina existente nas plantas.

DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo (uma s6 lectina
em 109 extratos testados), concordam com os publicados por
Mikela (1957), Boyd et alii (1961) e outros pesquisadores
(Race & Sanger, 1968; Prokcp & Uhlenbruck, 1969), sobre
a baixa freqiiéncia de plantas cujas sementes apresentam
aglutininas especificas para hemdcias humanas, principal-
mente entre aquelas nao pertencentes a familia das legumi-
nosas. A inclusao neste trabalho, de 50% de sementes nao
relacionadas a essa familia boténica, diminuiu, possivelmen-
te, a probabilidade do encontro de lectinas em nossa amostra,.
Por outro lado, nossos resultados mostram que as aglutininas
e hemolisinas nao especificas sio menos comuns nessz fa-
milia botdnica do que nas outras.

As sementes de Crysophyllum excelsum, Hyparrhenia
rufa, Jambosa malecensis e Talisia esculenta apresentaram
tanto rea¢oes hemoliticas como aglutinantes. Erlich (apud
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Makela, 1957) sugeriu que “‘as hemolisinas e aglutininas da
ricina e da abrina sao fendmenos idénticos, diferindo somen-
te quantitativamente”. Seria de grande interésse estudos
complementares, de natureza imunoquimica, nas quatro es-
pécies acima mencionadas, a fim de esclarecer ésse aspecto.

O papel desempenhado pelas lectinas ou outras fito-
aglutininas nas plantas, ainda nao esta perfeitamente escla-
recido. Kriupe (1956) sugeriu serem as primeiras transpor-
tadoras de glicidios e Schertz, Jurgelsky & Boyd (1960) de-
monstraram que a presenca de lectina anti-A em Phaseolus
limensis, esta sob controle génico. As variagoes geograficas
encontradas quanto & ocorréncia do anti- A + B de Crotu-
laria mucronata podem ser devidas, portanto, a diferencas nas
ireqiiéncias dos genes responsaveis pela lectina; ou & pre-
senca ou auséncia dos cromossomos nos quais ésses genes se
localizam (essa Ultima explicacac parece ser valida para as
variagbes no Anti-A de Vicia cracca — cf. Renkonen &
Therman, 1952). O grau de amadurecimento das sementes
deve também ser levado em consideracao; mas Boyd et alii
(1961), nos Estados Unidos, nao encontraram atividade eni:
sementes que éles descreveram especificamente como escu-
ras (e que, portanto, deveriam estar maduras) — dai por-
que, essa variavel, ndao pode ser a (nica responsavel pelas
diferencas encontradas. For outro lado, a verificacao de que
titulos semelhantes foram observados em extratos de plan-
tas de Belém, Helsinki e Delhi, mostram que a par désses
fatoéres de dispersdo, devem existir outros que tendem a es-
tabilizar o contetido dessas substincias em populaces geo-
graficamente muito afastadas.
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SUMMARY

Seed extracts of 109 species and varieties of plants from:
the Amazon region, have been tested for their hemaggluti-
nating and/or hemolytic activity. Fifty-four of them
belonged to the leguminosae and the remaining to other
families. Nonspecific agglutinins were found in 14.7% of
the extracts, while 32.19% had hemolysins for the human
erythrocytes. The leguminosae showed significantly less
agglutinins and/or hemolysins (30.1%) than the other
studied (61.8%7). The occurrence of an anti- A + B lectin in
Crotalaria mucronata was confirmed. The titers of extracts
from plants grown in Belém and Santarém were pratically
identical and very similar to those obtained in India and
Finland by other authors. Some strains of this leguminous
plant, however, do not seem to carry the lectin.
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TABELA |
Plantas cujos extratos de sementes revelaram atividade aglutinante ¢/ou hemolitica para eritrdcitos humanos (1), Belém, Pi., 1969
(Plants tested in Belém, Pard in 1969 whose sced extracts showed agglutinating and/or hemolytic activity for human
erythrocyles)

Género, cspécic ¢ nome popular Familia . Apds | hora (After one hour)
Imediato |- i S Sl
(Genus, species, and popular name) (Family) (No inci- Temperatura ambiente
bution) 3790 (Room temperature) 40C

Achras sapota L., “sapoti” Sapotaceac h h h il
Annona muricata L., “graviola” Annonaceac —_— h / /
Astrocarvim vulgare Mart., “tucuma” Palmae — h / /
Biva orellana L., var., verde, “urucu” Bixaccae -— h — —
Bixa orellana 1.., var. vermelha, “urucu” Bixaccae - h h h
Brachiaria ruziziensis Germ. & C. Evr. Gramineac h h h h
Byrsonima crassifolia H.B.K., “muruci” Malpighiaceac — h / /
Caesalpinia sp. Legum. Caesalp. h h h h
Cassia hoffmansecgii Mart. ex. Benth., “flor de

bezouro™ Legum. Caesalp. — h h h
Centrosema sp., “feijio bravo™ Legum. Papilion. h h h h
Chrysobalanns icaco 1... “ajiru” Sterculiaceae j I 1 ~—
Chrysophyllum  excelsion Huber, “guajard” Sapolaceae { h / /
Clarisia racemosa R. & P., “guariuba” Moraceae 4 3 4 4
Cleome actleata 1., “mussambeé,’ Capparidaceae 4 ! 3 3
Copaifera multijuga Hayne, “copaiba” Legum. Caesalp. h h h h
Cowma utilis (Mart.), Muell. Arg., “sorva pequena Apocynaceae 3 1 3 3
Crotalaria mucronata (4) Legum. Papilion. 4 4 o 4
Cucurbita maxima Duch., “jerimum” Cucurbitaceae — h / /
Cuervea kappleriana (Miq.) A. C. Smith Hippocrateaceae 4 4 4 4
Dimorphandra so, Legum. Caesalp. - h — -
~eorar RN Je, .. * > VR - 1 sl | (PPN, V. c h h



Locied OICOIor 1sentn ., - mucuna

Dolichos lablab L., “cumandatii”

Endopleura uchi (Hub.) Cuatr., “uchi’
FEuterpe alearacea Mart., “acai”

Guilielma speciosa Mart., “pupunha”
Holopyxidium jarana (Hub.) Ducke, “jarana”
Hyparrhenia rufa (Nees) Stapf.

Indizofera anil L., “anil”

Ipomoea aff. tiliacea Choisy

Jambosa malacensis DC, “jambo™

Licania macrophylla Benth ., “anaueri”
Mammea americana Jack., “abrich’

Magnifera indica L., “manga”

Mauritia flevuosa L.f., “buriti’

Myroxylum balsamum (1..) Harms. “balsamo”
Neptunia plena (1..) Benth., “juquiri manso”
Oenocarpus bacaba Mart., “Bacaba”

Panicum maximum Jacq., “capim d’angola”
Parinari montana Aubl., “pajurd”

Parkia multijuga Benth., “faveira”

Passiflora sp., “maracuji”

Paullinia pinnata L., “timbd de peixe”
Paullinia sp.

Pentaclethra macroloba (Willd.) Kuntze, “pracaxi”
Platymiscium trinitatis Benth., “macacaiba”
Sesbania exasperata L. f.

Spondias lutea 1., “tarercbd”
Swartzia acuminata Willd. “pitaica”
Swartzia racemosa Benth., “pacapeud”
Symphonia globulifera L. f., “anani”
Tachigalia myrmecophylla Ducke, “tachi”
Talisia esculenta Rad., “pitomba”

Vizna luteola (Jacq.) Benth., “feijio bravy
Zornia dvphylla (L.) Pers.

’

Legum. rapiion,
Legum. Papilion.
Humiriaceae
Palmae

Palmae
Lecythidaceae
Gramineae
Legum. Papilion.
Convolvulaceac
Myrlaceae
Rosaceae
Guttiferae
Anacardiaceae
Palmae

[.egum. Papilion.
Legum. Mimos.
Palmae
Gramineae
Rosaceae
Legum. Mim.
Passifloraceac
Sapindaceae
Sapindaceae
Legum. Mimos.

Legum. Papilion.
Legum. Papilion.

Anacardiaceae
Legum. Caesalp.
Legum. Caesalp.
Guttiferae
Legum. Caesalp.
Sanindaceae

Legum. Papilion.
Legum. Papilion.

(1) — Quatro tipos dc eritrécitos nos quais estavam representados sempre os fenotipos A, A,, B, O, M, N, Rh+ ¢ Rh-.
(2) — h = hemolise; — = negalivo; / = nio realizado; 1-4 — aglutinagio. com intcnsidade variavel nessa escala.

(3) — 28° a 30°C.

(4) — Atividade diferencial para células Aj;. A, ¢ B (Ver tabcla 4).



TABELA

Plantas cujos extratos ndo revelaram atividade aglutinante e/ou hemoltiica
para eritrécitos humanos nas condigbes de teste indicadas na Tabela 1

(Plants whose cxtracts did not show

agglutinating and/or hemolytic

activity for human erythrocytes in the test conditions indicated in Table 1)

Género, espécie ¢ nome popular Familia
(Genus, species and popular name) (Family)
Alibertia edulis A. Rich., “purui” Rubiaceae

Baulinia sp.

Bertholletia excelsa H.B.K., “castanha do Para”

Brassica napus 1... “nabo”

Caesalpinia ferrea Mart., “juca”
Campsiandra laurifolia Benth, “acapu-rana’”
Canavalia sp. “feijio do Xingu”

" " variedade mostarda
variedade sarda
variedade enxofre
variedade alazio
variedade zebra
variedade malhado
Carapa guianensis Aubl., “andiroba’
Cardiospermum grandiflorum Sw.
Caryocar villosum (Aubl.) Pers., “piquia”
Cassia cultrifolia H.B.K.

Cassia occidentalis 1., “mangerioba”
Cassia patellaria DC.

Cassia tora 1... “mata-pasto”

Cliioria racemosa HBenth., “palheteira”
Cola acuminata R. Br., “cola”
Corchorus capsularis L., “juta”
Coumarouna odorata Aubl., “cumaru”
Crotalaria nitens H.B.K., “crotalaria”
Crudia oblonga Benth., “iperana”

Dialium guianensis (Aubl.) Sandw., “pororoca”

Echinodorus tenellus (Mart.) Bunch.
Eriosema simplicifolium (H.B.K.) Walp.
Hibicus bifurcatus Cav., “fanfa”

Malachra sp., “quiaborana”

Mucuna sp., “6lho de boi”

Omphalea diandra Aubl., “comadre-de-azeite”

Ormosia sp., “tento”
Physalis angulata L., “camapu”
Platonia insionis Mart., “bacun”

Phaseolus longipedunculatus Benth.. “‘panapari-a-roxo”

Legum. Caesalp.

Stereukiaceac Locyih! Jaccne

Cruciferae

Legum. Caesalp.
Legum. Caecsalp.
Legum. Papilion.

» »

" "

» "

” -
Meiiaceae
Sapindaceae
Caryocaraceae

Legum. Caesalp.
Legum. Caesalp.
Legum. Caecsalp.
Yegum. Caesalp.
Legum. Papilion.
Sterculiaceae
Tiliaceae
Legum. Papilion.
Legum. Papilion.
Legum. Caesalp.
Legum. Caesalp.
Alismatacea
Legum. Papilion.
Malvaceae
Malvaceae
Legum. Papilion.
Euphorbiaceae
Legum. Papilion.
Solanaceae
Guttiferac
Legum. Papilion.



(TAB. 2 - cont.)

Género, espécie ¢ nome popular Familia
(Genus, species and popular name) (Family)
Piptadenia peregrina (L) Benth., “anjico” Legurm. Mimos.

Rheedia macrophyila (Mart.) PL. et Tr.. “bacuri-pari”’ Guttiferae

Sida  cordifolia I... “malva Dbranca” Malvaceae
Theobroma cacao L., “cacau” Sterculiaceae
Theobroma  grandiflorum  Spreng, “cupuagu™ Sterculiaceae
Vatairea guianensis Aubl.. “fava de esponja” I cgum. Papilion.
Vigna sinensis Endi. var. 40 dias branco da Amazonia h ”
Vigna sinensis Endl., var. macaibo v “
Vigna sinensis Endl., var. feijio malhado préto " ”
Vigna sinensis Endl., feijio garoto N "
Vigna sinensis Endl., var. feijdo pretinho - "

Vigna sinensis Endl., var. feljdo manteguinha
Vigna sinensis Endl., var. feijio bbéca preta
Vigna sinensis Endl., var. feijio bola de ouro

Vinca rosea L. “lavadeira™ Apocynaceac
Wissadula parviflora R. F. Fries Malvaceae
Wissadula sp . Malvaceae

TABELA 3

Nimero de plantas que apresentaram atividade hemaglutinante ¢/ou
hemolitica, de acbrdo com a familia botinica

(Number of plants which showed hemagglutinating and/or hemolytic
activity classified by taxonomic unit)

FAMILIA TOTAIL
(FAMILY)
Atividade A ———
. Leguminosas Qutras
(Activity) (Leguminosae) (Other)
Ne o No D Ne %
Aglutinante 5 9,3 11 20,0 16 14,7
Hemolitica 16 29,6 19 34,5 35 32,1
Aglutinante
e 0 — 4 7.3 4 37
Hemolitica
Ausente 33 61,1 2] 38,2 54 49,5

TOTAL 54 55 109
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