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RESUMO

A alimentacdo humana ndo convencional ou alternativa ¢ composta por alimentos ou suas
partes ndo habitualmente utilizadas, cujo valor nutritivo vem sendo avaliado ao longo dos
ultimos anos. Isso fez com que sementes de varias espécies vegetais tornassem recursos
alternativos de proteinas e lipideos para a alimentagdo humana. O isolamento e a
caracterizagdo fisico-quimica de novas moléculas de alimentos vegetais, com vistas a sua acao
fisioldgica no organismo humano, utilizada como fonte potencial para o descobrimento de
novas moléculas bioativas. Um grupo particular dessas moléculas, as lectinas, sdo proteinas
de origem nao imune contendo pelo menos um dominio ndo catalitico de ligagdo especifica, e
reversivel, a carboidratos. Varias lectinas t€ém sido estudadas, tanto do ponto de vista de
caracterizagdo fisico-quimica quanto bioldgica. Nesse contexto, o quiabo Abelmoschus
esculentus (L.) Moench, (Malvaceae), hortalica bastante difundida na regidao Nordeste do
Brasil, além de facil acesso e baixo custo, apresenta-se como uma fonte bastante promissora
na busca por novas lectinas. Entretanto, pesquisas relativas a sua purificacdo e ao seu
isolamento ainda sdo incipientes. Objetiva-se com este trabalho avaliar a qualidade nutricional
das sementes do quiabo, detectar, purificar e caracterizar fisico-quimicamente, avaliar o
potencial fitoterapico e farmacoldgico (antinocicepitivo, citotoxico, antiinflamatério e
antifungico) da lectina isolada de sementes de Abelmoschus esculentus. As sementes
apresentaram uma predominancia de carboidratos totais representados pelas fibras (30,81%) e
carboidratos soluveis (6,69%), proteinas (22,14%) e lipideos (14,01%). A lectina da farinha
das sementes foi extraida com Tris 0,1M pH 7,4 com NaCl 0,15M. A detecc¢do da existéncia
de lectinas (AES) foi determinada através de ensaio de atividade hemaglutinante e revela que
eritrocitos humanos B (24.00 UH.mP™), O (21.00 UH.mP™") e coelho tratado e ndo tratado
(74.41 UH.mP™") foram aglutinados pela lectina. A lectina foi purificada por precipitagdo com
sulfato de amoénio e purificada em coluna de troca idnica. Eritrocitos de coelho foram
utilizados para os testes de inibi¢do da atividade hemaglutinante (UH) com carboidratos. Sua
atividade hemaglutinante foi inibida por lactose, frutose e manose. O perfil protéico da AES
analisado por PAGE-SDS demonstra que a lectina encontra-se purificada, apresentando duas
bandas de massa molecular aparente entre 25 ¢ 14 kDa. A andlise por espectrometria de massa
mostrou a forma monomérica com 10,29 kDa e seu dimero de 20,58 kDa. Os testes de
atividade bioldgica da lectina de farinha de sementes previamente purificada apresentaram
atividade antiinflamatoria, antinociceptiva e ndo apresentou citotoxicidade frente a hemacias
do sistema ABO. O pré-tratamento endovenoso dos animais com a AES (0,01; 0,1 ¢ 1mg/kg),
antes da administragdo do agente flogistico (carragenina), reduziu significativamente o edema
em cerca de 15%, 21,6%, 44%. Esta inibicdo ¢ dose dependente tendo seu maximo efeito na
dose de 1mg/kg. A lectina de Abelmoschus esculentus apresenta atividade antinociceptiva no
teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético e os extratos da semente de quiabo
sdo capazes de reconhecer e inibir o crescimento do fungo dermatofito Tricophytum rubrum.

Palavras-chave: Lectina, Abelmoschus esculentus (L.) Moench, Inflamagao.



ABSTRACT

The human unconventional or alternative feeding consists of foods or parts not normally used,
whose nutritional value has been evaluated over the past years. This made the seeds of various
plant species to become alternative sources of proteins and lipids for human consumption.
The isolation and physicochemical characterization of new molecules of plant foods, with a
view to their physiological action in the human body, are used as potential source for the
discovery of new bioactive molecules. A particular group of these molecules, the lectins, are
proteins of nonimmune origin containing at least one non-catalytic domain of specific
binding, and reversible, the carbohydrates. Several lectins have been studied, both in terms of
physicochemical and biological characterization. In this context, okra Abelmoschus esculentus
(L.) Moench, (Malvaceae), a vegetable widespread in Northeastern Brazil, besides the easy
access and low cost, seems to be a promising source in the search for new lectins. However,
research on its purification and isolation are still incipient. The objective of this study was to
evaluate the nutritional quality of okra seeds, and to detect, purify, and characterize the
physicochemical aspects, and to evaluate the herbal and pharmacological potential (
antinocicepitive,cytotoxic anti-inflammatory and antifungal activity) of the isolated lectin
present in Abelmoschus esculentus seeds.showed a predominance of total carbohydrates
represented by fibers (30.81%) and soluble carbohydrates (6.69%), proteins (22.14%) and
lipids (14.01%). The lectin from seed flour was extracted with 0.1 M Tris pH 7.4 with 0.15 M
NaCl. The detection of the presence of lectins AES was determined by testing
hemagglutination activity and human erythrocytes shows that B (24.00 UH.mP™), O (21.00
UH.mP™") and rabbits treated and untreated (74.41 UH. mP™") were agglutinated by the
lectin.The lectin was purified by precipitation with ammonium sulfate and eluted in ion
exchange column. Rabbit erythrocytes were selected for testing the inhibition of the
hemagglutinating activity (UA) in carbohydrates. Its hemagglutinating activity was inhibited
by lactose, fructose and manose. The protein profile of AES analyzed by PAGE-SDS
demonstrates that the lectin is purified, presenting two bands of apparent molecular mass
between 25 and 14 kDa. The analysis by mass spectrometry showed the monomeric form with
10.29 kDa and its dimer of 20.58 kDa. The biological activity tests of the lectin from AES
flour previously purified presented anti-inflammatory and antinociceptive activity and showed
no cytotoxicity when compared to erythrocytes from the ABO system. The intravenous
pretreatment of animals with AES (0.01, 0.1 and 1 mg / kg) before the administration of the
phlogistic agent (carrageenan) significantly reduced the edema by about 15%, 21.6%, 44%.
This inhibition is dose dependent with maximum effect at 1mg/kg. The lectin from
Albemoschus esculentus shows antinociceptive activity in writhing test induced by acetic acid
and the okra seed extracts are able to recognize and inhibit the growth of the dermatophyte
Tricophytum rubrum fungus.

Keywords: Lectin, Abelmoschus esculentus (L.) Moench, Inflammation.
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1 INTRODUCAO

Alimenta¢do ndo convencional ou alternativa ¢ aquela composta por alimentos ou
partes de alimentos ndo habituais que, utilizados por razdes fisioldgicas, sociais € economicas,
sdo capazes de manter a saude de quem os utiliza cujo valor nutritivo vem sendo avaliado ao
longo dos ultimos anos (SILVA, 2004).

O uso de vegetais como fonte para a producdo de medicamentos tem se difundido
largamente nos ultimos anos e vem sendo empregado no tratamento de muitas doengas, na
forma de medicamentos fitoterdpicos (MELLO, 2005). Por esta razdo, existe um interesse
crescente no estudo da composicdo desses vegetais, tanto para seus constituintes organicos
como para inorganicos (LOPES et al., 2005; GOMEZ, 2004). Além dos componentes
organicos que apresentam propriedades medicinais, alguns macro e micronutrientes de origem
vegetal sdo de grande relevancia na alimentacao humana e animal (NAPPI; VASS, 2002).

O desenvolvimento tecnoldgico e cientifico tem permitido avaliar o valor nutritivo de
diversas plantas alimenticias que sdo aquelas que possuem uma ou mais partes ou produtos
que podem ser utilizados na alimentagdo humana, tais como: raizes, tubérculos, bulbos, talos,
folhas, frutos e sementes (KINUPP, 2007). Isso fez com que sementes de varias espécies
vegetais se tornassem recursos alternativos de proteinas para a alimentacdo humana (DEL-
VECHIO et al., 2005). Na grande biodiversidade brasileira de plantas, destaca-se um nimero
significativo de espécies utilizadas na nossa alimentagdo e¢ eventualmente também com fins
terapéuticos e medicinais (DEL-VECHIO et al., 2005).

Dentre os vegetais utilizados na nossa alimentagdo, menciona-se o0 quiabo
(Abelmoschus esculentus (L.) Moench) originario da Etidpia-Africa, pertencente & familia
Malvaceae, hortalica bastante difundida na regido Nordeste do Brasil, porém pouco utilizada
no restante do pais. Apresenta frutos do tipo cdpsula, com muitas sementes, alongados e de
coloragdo escura. E uma olericola de ciclo vegetativo rapido, de facil cultivo e alta
rentabilidade (COSTA; OLIVEIRA; HAAG, 1981), apresentando producdo de 10 a 20
toneladas por hectare (AGRUJURIS, 2004).

O isolamento e a caracterizagdo fisico-quimica de novas moléculas de alimentos
vegetais, com vistas a sua a¢ao fisioldgica no organismo humano, ¢ uma tecnologia inovadora
utilizada como fonte potencial para o desenvolvimento de medicamentos mais efetivos
(NASCIMENTO et al., 2000). Dentre essas biomoléculas, podemos destacar as lectinas, que
sdo proteinas de origem ndo imune contendo pelo menos um dominio nao catalitico de ligacao

especifica, reversivel, a carboidratos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Um namero
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relativamente grande de lectinas de leguminosas tem sido isolado, purificado e estudado,
quanto as suas acodes bioldgicas (SHARON; LIS, 2003). Estas lectinas sdo encontradas
principalmente em sementes, e em menor extensdo em caule e folhas (SHARON; LIS, 2003;
LORIS, 2002).

No entanto, as pesquisas relativas a purificacdo e ao isolamento da lectina do quiabo
ainda sdo incipientes, apesar dessa hortali¢a constituir-se uma promissora fonte de lectinas, o
que faz desse trabalho um marco no desenvolvimento de tecnologia e agregacdo de valor
nutricional a esses produtos.

Objetiva-se, com este trabalho, avaliar a qualidade nutricional das sementes
Abelmoschus esculentus (quiabo), assim como detectar, purificar e caracterizar fisico-
quimicamente, avaliar o potencial fitoterapico e farmacologico (antinocicepitivo, citotdxico,

antiinflamatodrio e antifungico) da lectina isolada de suas sementes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lectinas

Carboidratos atuam como intermedidrios na comunicagdo celular em inimeros
sistemas bioldgicos, podendo assim, influenciar diversos fendmenos de diferenciagao,
proliferacdo e interacdes entre células em condigdes fisiologicas e patologicas. As
informagdes presentes na estrutura dos oligossacarideos conjugados a proteinas ou lipidios na
superficie das células sdo reconhecidas por um grupo especializado de proteinas, as lectinas
(SANZ-APARICIO et al., 1997).

Lectinas sdo um grupo estruturalmente heterogéneo de proteinas, de origem nao
imune, que apresentam a propriedade de ligar-se a carboidratos com alta especificidade. As
mesmas sdo largamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas em animais, plantas
e microrganismos. Nos animais e microrganismos podem servir para mediar o
reconhecimento biologico em diversos eventos relacionados a comunicagdo celular,
desenvolvimento, defesa, metastase tumoral, inflamagdo (CAVADA et al., 2001).

Apesar da sua abundancia em muitas plantas, as lectinas ndo possuem uma fungao
fisiologica especificamente definida. Entre algumas fungdes propostas para as lectinas de
plantas destacam-se: armazenamento ou transporte de carboidratos em sementes, inibigao de
crescimento em fungo (SHARON; LIZ, 2003) ou atividade inseticida (TRIGUEIROS et al.,
2003).

As especificidades das lectinas aos diferentes tipos de carboidratos possibilitam a sua
utilizacdo em varias pesquisas nas areas bioldgicas e médicas, podendo ser utilizados em
varios processos, tais como a purificagdo a caracterizagdo de polissacarideo ou
glicoconjugados, caracterizacdo de grupos sanguineos, identificagdo de células malignas,
diferenciagdo de células patogénicas e caracterizagdo dos estagios de desenvolvimento de
microrganismos (MATSUI et al., 2001). Lectinas de plantas apresentam diferencas nas suas
estruturas moleculares e propriedades bioquimicas, assim como uma ampla variedade de
especificidade de ligagdo a carboidratos (SANZ-APARICIO et al, 1997;
WITITSUWANNAKUL; WITITSUWANNAKUL; SAKULBORIRUG, 1998).

Originalmente, lectinas eram consideradas “substancias semelhantes a anticorpos”.
Este termo se refere a aparente especificidade de ligagdo e ndo a similaridade estrutural
(RUDIGER; GABIUS, 2001). A abordagem que é dada quanto a origem ndo imune das

lectinas serve para diferencia-las de anticorpos, anticarboidratos que aglutinam células.
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Enquanto os anticorpos sdo estruturalmente similares, as lectinas diferem entre si quanto a
composi¢do de aminoacidos, requerimentos de metais, peso molecular e estrutura
tridimensional. Além disso, as lectinas ndo sdo apenas encontradas em animais, mas também
em outros organismos que nao possuem sistema imune, como plantas e bactérias (MOREIRA
etal., 1998).

O estudo das lectinas, que possuem caracteristica especifica de ligar-se a carboidrato,
possibilitou a caracterizagdo estrutural das mesmas e o desenvolvimento de novas técnicas,
em particular a cristalografia de alta resolugdo por raios-X, que permite identificar os grupos
quimicos envolvidos e a forma como os carboidratos interagem com a lectina (EVERTS,

VILLMANN; HOLLMANN, 1997).

2.1.1 Classificacao das Lectinas Vegetais

As lectinas vegetais representam um grupo estruturalmente heterogéneo. Podendo
diferir em varios aspectos, tais como: composi¢do de aminoacidos, massa molecular aparente,
estrutura e numero de subunidades, estrutura terciaria, o que esta diretamente relacionado com
a especificidade por monossacarideos e com a sua atuagao biologica (SILVA, 2008).

Peumans e Van Damme (1995), fundamentados na estrutura geral das lectinas,
dividiram-nas em: Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas e Superlectinas.

e Merolectinas — S3o proteinas de pequeno tamanho e que possuem apenas um dominio
ligante de carboidrato, podem ligar-se a células, produzindo modificagdes fisioldgicas,
sem, no entanto, precipitar glicoconjugados ou aglutinar células;

e Hololectinas — Possuem, no minimo, dois dominios idénticos ou bastante homdlogos
que se ligam ao mesmo carboidrato ou a agucares de estrutura semelhante. As
hololectinas sdo usualmente designadas como moléculas di ou multivalentes, capazes
de promover a aglutinacdo de células e/ou precipitar glicoconjugados. A maioria das
lectinas vegetais conhecidas sdo hololectinas, porque elas se comportam como
hemaglutininas;

e Quimerolectinas — S3o proteinas quiméricas consistindo de um ou mais dominios de
ligag¢do a carboidrato e de um dominio ndo relacionado a ligacdo com carboidrato que
possui uma atividade enzimatica bem definida e outra atividade bioldgica que deve

agir independente do dominio de ligacdo a carboidrato (PEUMANS et al., 2000);
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e Superlectinas — Sao proteinas constituidas exclusivamente de dois ou mais dominios

de ligacao a carboidratos que reconhecem estruturalmente aguicares ndo relacionados.

2.1.2 Ocorréncia na Natureza, Func¢des e Aplicabilidade

Lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em
microorganismos, animais e plantas. Nas plantas, as lectinas estdo presentes em todos os
tecidos. A maioria das lectinas tém sido purificadas e caracterizadas a partir de sementes de
leguminosas, representando cerca de 10% do contetido de proteina total, embora varias
lectinas também sejam isoladas da familia das Moraceae (MOREIRA et al., 1998). Varias
lectinas foram isoladas de raizes e entrecasca, frutos (PEUMANS et al., 2000), bulbos (MO et
al., 1994), rizomas (PEUMANS et al., 2000), folhas (RATANAPO, NGAMJUNYAPORN;
CHULAVATNATOL, 2001) e tubérculos (ALLEN et al., 1996; ASHFORD, ALLEN;
NEUBERGER, 1982).

As lectinas estdo possivelmente envolvidas nos processos, tais como: transporte de
carboidratos, alongamento da parede celular, interagdes célula-célula, regulagio do
crescimento, reconhecimento dos receptores nas membranas, ou para funcionar como enzimas
ou proteinas de armazenamento (PUSZTAI, 2000), reconhecimento e/ou ligacdo de bactéria
simbiodtica a raizes de leguminosas e para a defesa de plantas contra bactérias e fungos. (VAN
RHIJN; GOLDBERG; HIRSCH, 1998).

Lectinas vém sendo utilizadas, de maneira satisfatoria, em diversas pesquisas. Entre a
larga gama destas biomoléculas, cujas atividades biologicas tém sido estudadas e
evidenciadas, destacam-se: as lectinas de sementes de Dioclea violacea e de Dioclea
grandiflora, capazes de causar apoptose de células T e inflamagdo em ratos (BARBOSA et
al., 2001); a lectina de Erythrina cristagalli, mitogénica para linfocitos humanos (TURTON
et al., 2004), além de apresentar estimulagdo de macrofagos, liberagdo de peroxido de
hidrogénio e indugdo de apoptose (BARBOSA et al., 2001); atividade analgésica; efeitos
insulino-miméticos (CAVADA et al., 2001) ¢ indugdo de 6xido nitrico em aorta de rato
(GADELHA et al., 2005).

E de grande importancia mencionar, que a partir do isolamento de Con A (Canavalina
ensiformis), varias outras lectinas com propriedades fisicas similares tém sido purificadas e
parcialmente caracterizadas de outras espécies da subtribo Diocleinae, como as lectinas de

Canavalia brasiliensis, ConBr (MOREIRA; CAVADA, 1984), Canavalia bonariensis,
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CABO (CAVADA et al., 1996), Cratylia floribunda, CFL (OLIVEIRA, CAVADA,;
MOREIRA, 1991), Dioclea guianensis, DGuiL. (VASCONCELOS et al., 1991), Dioclea
violacea, DVioL (MOREIRA et al., 1996).

Virias evidéncias tém demonstrado que, apesar de terem alta homologia, a Con A e
outras lectinas desta mesma subtribo apresentam diferengas nas suas atividades bioldgicas
(CAVADA et al., 2001) no que se refere a capacidade de: estimular a proliferagao de
linfocitos e producdo de interferon-y (BARRAL-NETTO et al., 1992), estimular macrofagos
peritoneais e rea¢des de inflama¢do (RODRIGUEZ et al., 1992), induzir edema de pata em
ratos e migragdo de células peritoneais (BENTO et al., 1993).

Uma das aplicabilidades de grande relevancia as lectinas como ferramentas valiosas
em imunologia ¢ a capacidade de estimular resposta mitogénica em linfocitos humanos. Essa
propriedade foi descoberta em 1960, por Nowell, avaliando o efeito da PHA sobre linfocitos
humanos (NOMURA et al., 1998; JANEWAY et al., 2000). Outras lectinas com atividade
mitogénica foram identificadas, destacando-se a Con A, a lectina de Ulex europeus, a de
Viciafaba, a “pokeweed mitogen”, PWM (JANEWAY et al., 2000). A resposta ao estimulo de
linfocitos com Con A inclui também o aumento da expressdo de receptores de citocinas (IL-2)
na superficie linfocitaria, favorecendo ainda mais o processo de ativagdo celular JANEWAY
et al., 2000). Galectina-3, uma proteina ligante a galactosideos, mostrou-se capaz de ativar
linfocitos através da interagdo com glicoconjugados da superficie celular, sendo assim
conhecida como mitégeno.

Nos dias atuais, as lectinas sdo responsaveis como determinantes no reconhecimento
em diversos processos biologicos, como a retirada de glicoproteinas a partir do sistema
circulatorio, recrutamento de leucdcitos aos sitios inflamatérios, controle do trafego
intracelular de glicoproteinas, adesdo de agentes infecciosos as células hospedeiras,
(SHARON; LIS, 2003), bem como interacdes no sistema imune, a saber: estimulagdo
mitogénica e produgdo de interferon sobre linfocitos humanos (MOREIRA et al., 1998; YE;
NG, 2001), atividade inibitdria da transcriptase reversa do HIV-1 e estimulacdo da producdo

de nitrito por macrdéfagos peritoneais murinos (YE; NG, 2001).

2.1.3 Atividade Antinutricional

As plantas, além de apresentarem compostos com alto potencial nutricional, também

apresentam compostos antinutricionais. Os fatores antinutricionais presentes em alimentos sao
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substancias quimicas que, embora nao téxicas, podem provocar efeitos fisioldgicos adversos
ou diminuir a biodisponibilidade de nutrientes (ANTUNES; SGARBIERI, 1980).

A relevancia dos fatores antinutricionais sobre os riscos a saude provocados por estes
antinutrientes ¢ o desconhecimento dos niveis de tolerancia, do grau de variagdo do risco
individual e da influéncia de fatores ambientais sobre a capacidade de detoxificacdo do
organismo humano. Os fatores antinutricionais sao inativados ou destruidos pelo calor, em
maior ou menor extensdo, em funcdo da intensidade e dura¢dao do tratamento térmico. A
destruicdo térmica total dos antinutricionais aumenta o dano as proteinas da dieta, atuando na
diminui¢do da digestibilidade, bem como diminuic¢do da utilizacdo metabolica. (ANTUNES;
SGARBIERI, 1980).

Os fatores antinutricionais incluem os inibidores de protease, hemaglutinininas
(lectinas), taninos, fitatos, saponinas. A propriedade antinutricional das lectinas ¢ atribuida ao
fato destas proteinas ligarem-se aos agucares presentes nas membranas celulares promovendo
sua aglutinagdo (LIZ; SHARON, 1998).

As hemaglutinininas, também chamadas de lectinas e fitohemaglutininas, sdo
glicoproteinas que se ligam a sacarideos ou proteinas contendo sacarideos de modo altamente
especifico; sua acdo potencializa a hemaglutinacdo, interfere na digestdo e absor¢do e
proporciona a hidrolise de proteinas (SGARBIERI; WHITAKER, 1982).

O fato das lectinas reconhecerem e ligarem-se a receptores glicosilados presentes nas
células intestinais confere a estas proteinas propriedades negativas interferindo nos processos
de digestdo, absor¢do e utilizagdo de nutrientes, devido a paralisacdo do transporte desses
nutrientes e a absor¢ao de substancias nocivas. Entretanto, o exato mecanismo de acdo das
lectinas ainda nao esta totalmente esclarecido (VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2004).

A diminui¢do da absorc¢do de nutrientes, com conseqiiente perda de proteinas e outros
materiais celulares de origem endogena, acarreta uma rapida perda de peso e inibicdo do
crescimento de animais experimentais (SGARBIERI, 1989). Além dos efeitos degenerativos
nas membranas celulares, as lectinas possuem a capacidade de inibir varias enzimas
intestinais, por possuirem uma certa especificidade por células da mucosa do intestino
(VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2004).

A partir da absor¢ao por células da mucosa do intestino, seja por endocitose e
posterior exocitose de lectinas, a mesma sendo liberada na corrente sanguinea, acarretam-se
efeitos deletérios sistémicos acometendo varios orgdos e tecidos (VASCONCELOS;

OLIVEIRA, 2004).
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Os possiveis efeitos adversos de lectinas em humanos nao estdo claramente definidos,
no entanto, podem ser constatados em experimentos in vitro. Sob este aspecto, as alteragdes
observadas no intestino e em outros 6rgaos de camundongos, ratos e porcos demonstram que
as lectinas sdo capazes de provocar reagdes especificas importantes sob o aspecto de

seguranca alimentar (PEUMANS; VAM DAMME, 1995).

2.2 Atividade Bioldgica

2.2.1 O Processo Inflamatorio

A inflamacdo ¢ a reacdo do tecido vivo vascularizado a lesdo local, causada por
infecgdes bacterianas, agentes fisicos, substancias quimicas, tecido necrotico e por reagdes
imunolégicas. O papel da inflamacdo ¢ conter e isolar a lesdo, destruir os microrganismos
invasores, inativar as toxinas e atingir a cura e o reparo. Entretanto, a inflamag¢ao e o reparo
sdo potencialmente nocivos, provocando reacdes de hipersensibilidade potencialmente fatais,
lesdo progressiva do orgdo e fibrose. O processo inflamatério pode ser dividido em uma fase
aguda e uma fase cronica (ROBBINS; COTRAN, 2005).

Os sinais classicos da inflamac¢ao aguda compreendem calor, vermelhiddo, edema
(tumor), dor, entre outros; sendo dividida em uma fase aguda e uma fase cronica. Seus
principais efeitos na fase aguda destacam-se a vasoconstri¢ao inicial transitéria das arteriolas,
a seguir, vasodilatagdo, provocando aumento de fluxo; responsavel pelo calor e pelo rubor,
menor velocidade de circulagdao devido a permeabilidade vascular aumentada, leva a éxtase. A
permeabilidade aumentada ¢ a causa do edema, com a menor velocidade, surge marginacao
dos leucécitos, precedendo os eventos celulares (ROBBINS; COTRAN, 2005).

J& na fase cronica a inflamagao ¢ definida como sendo de duragdo prolongada, em que
ativa a destruicao tecidual e as tentativas de cicatrizacdo ocorrem de forma simultinea. Essas
inflamacdes podem surgir de varias maneiras, podendo ocorrer apds a persisténcia do
estimulo desencadeador, devido a alguma interferéncia no processo normal de cicatrizagao;
ou pode ser resultado de surtos repetidos de inflamagao aguda; que comega de forma insidiosa
como uma resposta indolente de baixa intensidade que ndo segue a inflamagao aguda cléssica.
(ROBBINS; COTRAN, 2005).

Os achados histolégicos da inflamacdo cronica incluem: Infiltragdo por células

mononucleares, principalmente macrofagos, linfocitos e plasmocitos; destruicdo tecidual;
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reposicao do tecido conjuntivo da lesdo por um processo envolvendo proliferacdo dos vasos
sanguineos e fibrose (ROBBINS; COTRAN, 2005).

Os mediadores quimicos podem originar-se do plasma, das células ou do tecido
agredido e podem ser divididos em grupos, tais como: aminas vasoativas: histamina e
serotonina; proteases plasmaticas: sistemas calicreina, complemento (C3a, C5a, C5b-C9),
coagulagdo fibrinolitico; metabolitos do sistema araquidonico: via ciclooxigenase e
lipooxigenase; constituintes lisossomicos, radicais livres derivados de oxigénio, fatores
ativadores de plaquetas, citocininas e fatores de crescimento (CONTRAN et al., 2000).

Em modelos experimentais, para indug¢do de inflamagdo, uma das formas utilizadas ¢
através da inoculagdo de dois agentes flogisticos, tais como carragenina ou dextrana
(HONMURA et al., 1999).

A carragenina, obtida a partir do isolamento da alga Chondrus crispus, ¢ utilizada
como agente edematogénico. Um modelo convencional de inflamagdo aguda ¢ o edema de
pata induzido pela administragdo intraplantar de carragenina (KALE et al., 2007). A
carragenina, desde a década de 60, tem sido utilizada como agente inflamatorio, por ser um
composto que induz uma reacdo inflamatdria aguda envolvendo uma liberacdo de mediadores
que possibilitam mudangas na permeabilidade vascular e formagdo de edema (DI ROSA,
1972).

A dextrana, por sua vez, foi biossintetizado a partir Leuconostoc mesenteroides,
constituida por unidades de D-glicose unidas por ligacdes alfa (1-6) (GARCIA-CRUZ, 2001).

Inimeros sdo os métodos para avaliar um processo inflamatdrio, ressalta-se, dentre
estes métodos, estudos de edema medidos através de hidroplestimografia, nos quais o volume
do edema ¢ calculado pela diferenca do volume inicial e final, contagem total e diferencial de
células inflamatodrias, histopatologicamente, afericio da temperatura, medi¢do do fluxo
sangiiineo, entre outros (GREGORINI, 2000).

Devido a larga gama de espécies vegetais apresentando propriedades antiinflamatorias,
as lectinas possuem um grande potencial para o desenvolvimento de certos fArmacos, com
acdo inflamatdria que possam ser passiveis de utilizacdo na saide humana. (MAZUMDER et

al., 2003).
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2.2.2 Fisiologia da Dor e da Nociciep¢ao

Segundo o dicionario Webster (2009), dor ¢ a sensa¢do que temos quando ficamos
feridos mental ou fisicamente, com pena, sofrimento, grande ansiedade, angtstia. Além disso,
o Webster oferece outra defini¢cao da dor, como uma sensac¢ao de grande desconforto, prejuizo
em algumas partes do corpo, causada pela injaria, doenga ou transtorno funcional, que ¢
transmitido através do sistema nervoso; todo o estimulo de intensidade suficiente para
ameagar o bem-estar dos tecidos, e que dé lugar a dor, ¢ chamado noxa ou estimulo nocivo, o
qual evoca movimentos reflexos caracteristicos que sao de natureza protetora e defensiva.

Define-se o termo nocicep¢do como um processo de detec¢do e sinalizacdo da
presenca de um agente nocivo. Mediante um estimulo doloroso, mecanico ou térmico, ativam-
se 0s nociceptores na regido atingida, os quais enviam a informag¢do ao cérebro através das
fibras C aferentes. Essa dor, que ¢ denominada fisiologica e que tem por objetivo informar ao
corpo acerca de um perigo, desencadeia um conjunto de fendmenos, entre os quais se
encontra o reflexo de retirada (protecdo) (ARRUDA, 2008).

Em animais, o teste de contor¢des abdominais, induzido por &4cido acético, ¢
considerado um teste nociceptivo periférico; 0 mesmo tem pouca especificidade, uma vez que
drogas hipotensoras e anti-depressoras do Sistema Nervoso Central (SNC) podem inibir essas
contor¢des (PETTIBONE, 1989). Este teste ¢ realizado em ratos ou camundongos mediante a
injecdo intraperitonial de substincias que causam irritagdo como o 4cido acético. Este agente
faz com que ocorra a sintese endogena de prostaglandina E,, prostaglandina F,,, bradicinina,

fator de necrose tumoral al, interleucina 1B e interleucina 8 (RIBEIRO; SCHIMIDT, 2000).

2.3 Atividade Antifingica

Com o aumento progressivo de doencas causadas por dermatéfitos em seres humanos,
tornou-se mais evidente a caréncia de estudos e a necessidade da ado¢ao de novas técnicas de
prevencdo, objetivando minimizar a acdo desses patogenos. A evolucdo terapéutica dos
ultimos anos, com o surgimento de drogas para uso topico, oral e/ou parenteral, como a
amorolfina, ciclopirox, itraconazol, terbinafina, fluconazol, dentre outras, tem permitido
indices de cura altos, menor tempo de tratamento € maior seguranca para os pacientes, em
comparagdo com as drogas anti-fingicas disponiveis antes da década de 90, a griseofulvina e
o cetoconazol. Tanto as medicagdes de introdugdo mais recente no arsenal terapéutico quanto

as mais antigas devem ser prescritas e ter seu uso sempre acompanhado por dermatologista, ja
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que todas podem provocar efeitos adversos e interagdes medicamentosas mais ou menos
graves (RAMOS-e-SILVA, 2000).

Os dermatofitos sdo um grupo de fungos relacionados que tém a habilidade para
invadir tecido e queratina (pele, cabelos e unhas) e produzem uma infec¢do, dermatofitose.
Dermatofitos estdo entre os parasitas mais comuns observados na pele de humanos e animais.
Infecg¢do sdo geralmente cutaneas e restringidas as camadas superficiais da pele. A infecgao
por dermatdfitos pode ser de moderada a severa como conseqiiéncia das reagdes do
hospedeiro contra os produtos metabolicos do fungo, viruléncia, o local anatdmico da
infecgdo, e fatores ambientais locais (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995).

De acordo com Organizagdo Mundial de Saude, as dermatomicoses tém freqiiéncia
alta na populagdo com uma incidéncia ao redor 20%, adequadamente com a Organizagao
Mundial de Saide (MARQUES et al., 2000). Atualmente, as onicomicoses podem ser
observadas em mais de 10% da populagcao humana (KORTING; SCHALLER, 2001).

Os fungos apresentam na sua parede celular uma substancia quitinosa formada por
acucares do tipo N-acetilglicosamina. Interacdes de lectinas de plantas com fungos tém sido
demonstradas através da capacidade da lectina de Urtica dioica, com especificidade para
quitina, inibir o crescimento de alguns fungos fitopatogénicos (BROEKAERT et al., 1989).

A heveina, uma proteina do latex de H. brasiliensis, ¢ um outro exemplo de proteina
ligante de quitina que apresenta propriedades antifingicas (VAN PARIJS et al., 1991). A
lectina Concanavalina A ¢ a lectina de Agaricus biporus, quando testadas com este fungo,
apresentaram atividade hemaglutinante. A suspensdo de células de Saccharomyces cerevisiae
¢ apropriada ndo somente para a investigagdo da lectina em esséncia, mas também para
monitorar a variacdo da atividade lectinica de isolados de fungos na presenca de planta
hospedeira latente durante a sintese de micorriza (BUSCH; LELLEY, 2000). A presenca de
acido sialico na superficie celular de dois isolados de Candida albicans foi identificada ¢ a
sua distribui¢ao na superficie integra de C. albicans foi inferida por marca¢dao com Limulus
polyphemus fluoresceina e aglutinina de Limax flavus e observada por microscopia 6tica com
aglutinina de Sambucus nigra FITC e anulada por tratamento prévio da levedura com
sialidase bacteriana. O 4cido sidlico contribui também para a eletronegatividade de C.
albicans, um fator decisivo na intera¢do fingica in vivo. (KWON-CHUNG; BENNETT,
1992).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Material Vegetal

No presente estudo foram utilizadas sementes de Abelmoschus esculentus,
popularmente conhecido como quiabo, coletadas nos meses de maio a setembro no municipio
do Conde - Paraiba, e transportada até a feira agro-ecoldgica realizada na Universidade

Federal da Paraiba para realizacdo das analises.

3.1.1 Identificacao Botanica

Para preparo das exsicatas, as folhas, galhos e frutos foram tratados, prensados e
secos, acondicionados em folhas de jornal. A temperatura aplicada para secagem foi de,
aproximadamente, 38°C, por um periodo de 48 horas. Em seguida, as exsicatas foram
enviadas ao Herbario da UFPB, que efetuou a caracteriza¢do botanica da espécie com base
nas caracteristicas fisicas do material coletado. De acordo com a caracterizacao botanica, a
espécie de Quiabo estudado foi identificada pela Prof’. Dr*. Rita Baltazar de Lima, do
Departamento de Botanica da UFPB, juntamente com a Bolsista PIBIC Cinthia Menezes
Lima Ramos Araujo, como pertencente a familia Malvaceae, cujo nome cientifico ¢
Abelmoschus esculentus, conforme caracteristicas do material coletado. A exsicata encontra-

se depositada no Herbario da UFPB sob n° JPB 41386 da Universidade Federal da Paraiba

3.2 Animais de Experimentacao

Foram utilizados ratos Wistar machos e¢ fémeas (Rattus novergicus) com peso entre
150 e 250g e camundongos Swiss machos (Mus musculus) com peso entre 25 a 35 g
provindos do Biotério Central do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceara (UFC).
Os animais foram mantidos na sala de quarentena do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ISCB)
da Universidade Estadual do Ceara (UECE) nos dias antecedentes ao experimento, recebendo
agua e ragdo ad libitum, sob condi¢des adequadas de luz e temperatura. Esses animais
permaneceram no laboratério durante um periodo de adaptacdo de, pelo menos, uma hora
antes dos testes e foram manipulados de acordo com os padrdes éticos estabelecidos pelo
Comité de Etica da UECE. Os experimentos foram realizados entre 7 e 16h, a temperatura de

20+£3°C.
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3.3 Drogas e Solucoes Usadas

As seguintes substancias foram utilizadas:

e Acido acético glacial, formaldeido 37%, da Merck;
e (arragenina-A - Sigma Chemical;

e Dextrana - Sigma Chemical;

e Indometacina — Prodome Quimica e Farmacéutica.

Todas as solugdes foram preparadas imediatamente antes do uso em solucdo salina.
Todos os sais e drogas utilizados foram de pureza analitica.

Acrilamida, bisacrilamida, albumina sérica bovina, Comassie Brilhante Blue G ¢ R,
enzimas proteoliticas (Tripsina, papaina, bromelaina), carboidratos simples, proteinas padroes
de eletroforese (marcadores) de 12 a 130Kda foram obtidos da Sigma Chemical Co., St.Louis,
USA. Beta-mercaptoetanol e dodecil sulfato de sodio (SDS), Sigma Chemical Co., St.Louis,

USA. Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.4 Preparo da Farinha de Sementes de Abelmoschus esculentus

As sementes foram trituradas em moinho elétrico do tipo Willey para obtencdo de uma
farinha fina. O material obtido foi delipidado por lavagens sucessivas com hexano e seco ao

ar livre e, em seguida, estocado em frascos hermeticamente fechados até a utilizagdo.

3.5 Analise da Composi¢ao Centesimal

Apbs selegdo mascroscopica de sementes em condigdes apropriadas para obtencao da
farinha e posteriores andlises, determinaram-se os teores de umidade, cinzas, lipideos e
proteina seguindo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005), enquanto que o teor
de fibras e carboidratos foi determinado segundo o método Antrona descrito (YEMN;

WILLIS, 1954).
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3.6 Extracao de Proteinas Soluveis das Amostras

A farinha obtida a partir da trituragao das sementes de Abelmoschus esculentus foram
submetidas a extragdo com vdrias solu¢des de tampao em diversos valores de pH, sob
agitacdo constante, durante 3 horas a temperatura de 25°C. A suspensdo obtida foi
centrifugada a 5.000rpm a 4°C por 20 minutos, o precipitado foi descartado. O sobrenadante,

denominado de extrato total, foi filtrado e utilizado para andlises posteriores.

3.7 Precipitacao por Sulfato de Amonio

O extrato total de sementes de Abelmoschus esculentus obtido a partir Tris-HC1 0,1M
pH 7,4; com NaCl 0,15M foi submetido a precipitagio com sulfato de amonio
(NH4),SO4,empregando-se 3 intervalos de saturacdo: 0-30% (m/v), 30-60% (m/v), 60-90%
(m/v), de acordo com Scopes (1994). A cada saturacdo com sulfato de amoénio a solugdo foi
deixada em descanso por uma noite, centrifugada a 5.000 rpm a 4°C por 20 minutos O
precipitado de cada intervalo foi dialisado exaustivamente e liofilizado. As fragdes obtidas
foram submetidas a atividade hemaglutinate e a fragdo 30-60% foi submetida a cromatografia

de troca i0nica.

3.8 Determinac¢ao da Atividade Hemaglutinante

A atividade hemaglutinante dos diferentes extratos protéicos foram determinadas por
meio de diluigdes dupla-seriadas com NaCl 0,15M e, a cada 100uL de cada diluicdo,
adicionou-se igual volume de uma suspensao de eritrocitos a 2% em NaCl 0,15M de coelhos e
do sistema ABO (CORREIA-e-COELHO, 1995). Os tubos foram entao incubados em estufa a
37°C por 30 minutos e, em seguida, deixados em repouso a temperatura de 25°C por 30

minutos. A presenga da atividade hemaglutinante foi determinada macroscopicamente.

3.9 Determinacio do Teor de Proteinas Soluveis

O teor de proteinas soluveis presentes nos extratos da farinha de sementes foi

determinado segundo o método descrito por Bradford (1976). A cada 100uL de amostra
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adicionou-se 2,5mL de reagente de Bradford. Apos a agitacdo e repouso por 10 minutos,

realizou-se a leitura a 595nm em espectrofotémetro.

3.10 Especificidade por Acucares

A especificidade da lectina por agucares foi determinada segundo descrito por Moreira
e Perrone (1977). A cada 50uL de uma solug¢dao de NaCl 0,15M, adicionou-se igual volume da
solugdo de proteinas e desta solugdo foram feitas diluicdes seriadas. As dilui¢des de proteinas,
foram adicionadas 50uL de uma solugdo do aglcar e a mistura foi deixada em estufa a 37°C
por 30 minutos, seguidos de outros 30 minutos a temperatura de 25°C. A seguir, adicionou-se
100uL de uma suspensdo de hemdcias a 2%, e a mistura mantida em estufa a 37°C por 30

minutos, seguidos de outros 30 minutos a temperatura de 25°C.

3.11 Detecc¢io de Saponinas

Por hemolise: pesou-se 6g de agar e dissolvidas em 100ml de solugdo fisioldgica a
60°C. A solugdo foi tamponada a pH 7,4 com 0,6g de Na,SO,. Da solugdo de Agar aquecida a
30-40°C retirou-se Sml a qual foi colocada em uma placa de Petri e adicionado 0,2ml de
hemaécias de coelhos com anticoagulante, apés a homogeneizacdo colocou-se em geladeira
para solidificar. Apo6s a solidifica¢do, adicionou-se o extrato proveniente das diferentes
extracOes feitas a partir da farinha de sementes. O resultado positivo verificou-se apds 30min

através de evidéncia do halo hemolitico.

3.12 Precipitacao por Sulfato de Amonio

O extrato total de sementes de Abelmoschus esculentus, obtido a partir Tris-HCI 0,1M
pH 7,4, com NaCl 0,15M, foi submetido a precipitacdo com sulfato de amoénio (NH4)2S04,
empregando-se 3 intervalos de saturacdo: 0-30% (m/v), 30-60% (m/v), 60-90% (m/v), de
acordo com Scopes (1994). A cada saturagdo com sulfato de amodnio, a solugdo foi deixada
em descanso por uma noite, centrifugada a 5.000rpm a 4°C por 20 minutos O precipitado de
cada intervalo foi dialisado exaustivamente ¢ liofilizado. As fracdes obtidas foram submetidas

a atividade hemaglutinate e a fracdo 30-60% foi submetida a cromatografia de troca idnica.
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3.13 Cromatografias

Os extratos obtidos de farinha das sementes do quiabo que continha a lectina foram
submetidos a cromatografia de afinidade determinada previamente por meio da especificidade

por agucares.

3.13.1 Cromatografia de Troca Ionica

As fragdes ativas obtidas por cromatografia de afinidade serdo recromatografadas em
coluna de troca idnica, utilizando o suporte apropriado (DEAE ou CM-celulose) e/ou aménio

quaternario (FPLC/HPLC).

3.13.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Presenca de SDS e B-mercaptoetanol

Estes experimentos foram realizados utilizando-se a técnica descrita por Laemmili
(1970). O gel de aplicagdo foi preparado na concentragdo de 3,5% de poliacrilamida em
tampao Tris-HCI 0,5M, pH 6,8 e SDS a 1%. O gel de separagdo foi preparado formando uma
concentragdo de 12% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI 3M, pH 8,8 ¢ SDS a 1%. As
amostras oriundas dos extratos protéicos e dos picos cromatograficos, dissolvidos em tampao
Tris-HCI 0,625M, pH 6,7, contendo SDS a 2%, glicerol a 10% e B-mercaptoetanol 5%, foram
aquecidas em estufa a 100°C durante 10 minutos, centrifugadas por 5 minutos, ¢ em seguida
adicionado 10uL de azul de bromofenol 0,02%. A corrida foi realizada sob amperagem
constante (25mA), em seguida o gel da placa foi fixado em TCA 12,5% por uma hora, sendo
entdo corado com Cromassie brilliant blue R-250 a 0,005%. O gel foi entdo descorado

mediante uma solugdo de metanol, acido acético e agua (1:3, 5:8, v/v/v).

3.14 Determinac¢io da Massa Molecular por Espectometria de Massa da Lectina da

fracao 30-60 de Sementes de Abelmoschus esculentus

A massa molecular nativa da fragdo 30-60 de sementes de Abelmoschus esculentus foi
determinada por ionizacdao electrospray usando um hibrido quadrupolo (Ion Separador

Mobilidade) proporcionando aceleragdo ortogonal por tempo de voo a partir de instrumentos
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(SYNAPT sistema HDMS-Waters Corporation, Milford, E.U.A.). A tensao capilar e a tensdo
de cone foram fixadas em 3kV e 40V, respectivamente. A amostra de proteina, 10 pmol/ul foi
infundida no sistema a uma vazao de 10uL/min. A temperatura da fonte foi mantida em 100°C
e nitrogénio foi utilizado como gas de secagem (caudal de 150 1/ h). A aquisi¢cdo dos dados
foi realizada por Mass Lynx 4.0 software e os espectros MUTIPLY usando técnicas de
maxima entropia. (FERRIGE et al., 1992)

3.15 Atividade Hemolitica (Citotoxicidade)

Sangue total humano ABO foi diluido com 30 volumes de salina (0,85% NaCl
contendo 10mM CaCl,, pH 7,4) e mantido sob agitagdo branda e constante por 15min. Os
eritrocitos foram centrifugados (1085g por S5min) e ressuspensos 3 vezes. Varias
concentragdes de lectinas foram adicionadas as amostras de 2mL de uma suspensdo de
eritrocitos 0,5% (v/v) em salina. Estas foram incubadas a 25 + 2°C por 1h e centrifugadas
novamente. O sobrenadante foi submetido a espectrofotometria (540nm) para quantificar a
atividade hemolitica. A hemolise total obteve-se com Triton X-100 e a porcentagem de

hemolise calculou-se em relagdo a esse valor (RANGEL et al., 1997).

3.16 Estudo da Atividade Antiinflamatoria em Modelo de Edema de Pata

Os volumes de liquido deslocados pelas patas direitas de cada rato foram medidos
pletismograficamente antes (tempo zero) e apos 30min., 1, 2, 3, 4, 8, 24 e 48h a injecao
subcutanea (s.c) intraplantar dos estimulos inflamatorios (agentes flogisticos, lectina). O
edema foi calculado como a diferenga entre o volume de liquido deslocado antes e apds o
estimulo e expresso em mL. As areas sob as curvas (ASC) foram calculadas usando o método

do trapézio (LANDUCCI, 1995) e expressas em unidades arbitrarias.

3.16.1 Avaliacao das Atividades Antiedematogénica

Para a avaliacdo da atividade antiedematogénica, a lectina de Quiabo foi administrada
por via endovenosa (e.v.) nas doses de 0,01; 0,1 ou 1,0mg/Kg contidos em 0,1mL/100g de

peso corporal, 30min. antes da aplicagdo s.c. dos estimulos inflamatérios (carragenina;
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2mg/pata) contidos em 0,1mL/100g de peso corporal. O grupo controle positivo de edema foi

administrado com carragenina e o controle negativo com salina s.c.

3.17 Teste de Contorcdes Abdominais Induzidas por Acido Acético

A metodologia utilizada seguiu o modelo proposto por Vander-Wende e Margolin
(1956) para ratos e modificada por Koester, Anderson e De Beer (1959) para camundongos.
Os animais receberam 4cido acético (0,6%; v/v) por via intraperitoneal, obedecendo a relacao
0,1mL/10g de peso corporal A contagem do niimero de contor¢des abdominais foi realizada
durante 20 minutos, iniciando-se ap6s 10 minutos da sua inducao.

Para avaliar o efeito antinocicepitivo da lectina de sementes de Abelmoschus
esculentus (AES), os camundongos foram tratados com esta lectina nas doses de 0.1, 1 e
10mg/Kg por via endovenosa (plexo intraorbital), 30 minutos antes da injecdo de acido

acético. O grupo controle recebeu 0 mesmo volume de salina.

3.18 Atividade Bioldgica em Fungos Dermatofitos

3.18.1 Concentracao de Lectinas

Os extratos e as lectinas constituirdo os tratamentos, foram aplicadas nas
concentragdes de 0 a 1000pug/mL em intervalos de 50 unidades. Deste modo, pretende-se
percorrer concentragdes encontradas no material vegetal in vivo, bem como a influéncia destas

referidas concentragdes multiplicadas.

3.18.2 Ensaio da Atividade Antifungica

O ensaio de atividade antifungica foi realizado apds o desenvolvimento do fungo,
onde cada placa recebeu 4 discos de papel de filtro (Z=4mm) esterilizados (121°C, por
30min), distribuidos a Scm do centro da placa de Petri de maneira eqiiidistante e umedecido
(40uL/disco de papel) com a proteina teste/concentracdo. Os discos foram removidos e
substituidos por outros discos contendo a mesma solucdo de proteinas teste nas mesmas

concentragdes a intervalos de 12 horas, até a completa inibicdo do crescimento do fungo. O
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desenvolvimento do parasita foi acompanhado macroscopicamente e fotografado
periodicamente. Este ensaio foi realizado em triplicata para posterior avaliacao dos resultados
obtidos. O crescimento/desenvolvimento do fungo foi avaliado utilizando-se os pardmetros de
varia¢do da massa fungica (V), diametro da coldonia e densidade fingica. A inibi¢do do ensaio
foi realizada utilizando o acgucar especifico para cada lectina previamente identificado e

padronizado.

3.19 Analise Estatistica

De todos os experimentos foram calculadas as médias £ E.PM. de um certo namero de
eventos (2) ou (3) em cada grupo. As diferengas estatisticas entre os grupos foram obtidas
através da andlise de varidncia (ANOVA) e testes paramétricos € ndo paramétricos para

multiplas comparagdes, onde P<0,05 foi fixado para indicar significancia estatistica.
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