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1. INTRODUCAO

A definicdo mais aceita sobre lectinas se da por proteinas ligantes de
carboidratos, de origem ndo-imune, aglutinante de células e glicoconjugados, com
capacidade de reconhecimentos especificos e de manter ligacdes reversiveis com
carboidratos e substancias contendo agucares, sem alterar a estrutura covalente
de alguns ligantes glicosilicos (GOLDSTEIN et al.,, 1980). Sao proteinas

distribuidas ubiquamente na natureza, especialmente em vegetais.

No caso, a lectina da planta B. variegata L. € classificada como uma
hololectina, pelo fato de possuir mdltiplos sitios de ligacdo e capacidade

aglutinante.

O género Bauhinia L. (familia Fabaceae — subfamilia Caesalpinioideae) é de
ocorréncia pantropical, compreendendo cerca de 235 a 300 espécies. Estas
plantas sdo amplamente utilizadas na medicina tradicional com diversas
indicacdes, como diurético, analgésico e no tratamento de diabetes (SALATINO et
al., 1999; SILVA; CHECHINAL FILHO, 2002). Pesquisas utilizando o extrato desta
planta confirmaram as atividades antiinflamatoria, antibacteriana (POKHREL et
al., 2002), antiviral (MARCHETTI et al, 1995; TAYLOR et al., 1996) e antitumoral.
Lectinas de B. variegata L. proveniente de sementes ja foram previamente
isoladas e caracterizadas (PINTO et al., 2008), nesse orgao vegetal de reserva a
guantidade de lectinas presentes € maior quando comparado as folhas.

Em virtude dos promissores resultados apontados por estudos utilizando lectinas
e da escassa literatura existente sobre lectinas provenientes de folhas, o objetivo

desse estudo é verificar a presenca de lectinas presentes em extratos de folhas
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de Bauhinia variegata L., realizar sua purificacdo por cromatografia de afinidade e
caracterizacdo molecular.
2. METODOLOGIA

As folhas de B. variegata utilizadas foram coletadas no municipio de Capéao
do Ledo, RS. O processo de obtencdo dos extratos consistiu na trituracdo de 8
gramas de folha maceradas em nitrogénio liquido em conjunto com o tampé&o Tris-
HCI 50 mM pH 7,6 com NaCl 150 mM. Os extratos permaneceram sob agitacédo a
4 °C por 24 horas e posteriormente, centrifugados por 15 minutos a 10.000 g em
temperatura de 4 °C e filtrados. O extrato bruto foi precipitado com sulfato de
amoénio 0-60% por 24 horas na geladeira e centrifugadas novamente sob as
mesmas condigoes. O pellet foi resuspendido utilizando 3 ml de solugédo tampéao
Tris-HCI 50 mM pH 7,6 com NacCl e posteriormente submetido a dialise contra H,0
destilada com cinco trocas com intervalo de 2 em 2 horas, sendo que a ultima

troca foi contra o tampao utilizado na extracao.

A amostra dialisada foi purificada por meio da técnica de cromatografia de
afinidade, no caso utilizando a coluna agarose-lactose (Sigma) e eluidas com 30
mL de tampé&o glicina 50mM pH 2,6 com NaCl 150 mM. A amostra purificada foi
entdo dialisada e liofilizada. A lectina resultante da liofilizacao foi ressuspendida
em 1mL de tampéo Tris-HCI 50 mM pH 7,6 com NaCl 150 mM e utilizada no
ensaio de eletroforese SDS-PAGE. O gel de poliacrilamida 15% foi submetido a
eletroforese durante duas horas juntamente com o marcador molecular
BenchMark Protein Ladder. O gel foi corado em Comassie Blue e posteriormente

descorado e fotografado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
O extrato protéico obtido de folhas de B. variegata foiu aplicado em uma coluna
cromatografica de afinidade contendo a matriz Agarose-Lactose. Na figura 1 é
possivel observar a eluicao da lectina BvLf apos a aplicacédo do tampéo de eluicdo
Glicina 50 mM com NaCl 150 mM. A lectina de folhas de B. variegata reconhece o
carbohidrato Lactose imobilizado na matriz de Agarose conforme o ja observado

para lectinas de sementes de Bauhinia.
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Figura 1- Purificacdo da lectina de folhas B. variegata por cromatografia de
afinidade em coluna de Agarose-Lactose. A coluna foi equilibrada e lavada com
Tris-HCI 50 mM pH 7.6 contendo NaCl 150 mM antes da remoc¢do da proteina
ligada. A lectina foi eluida com tampéao Glicina pH 2,6 contendo NaCl 150 mM.

Na figura 2 observa-se a presenca da lectina BvLf com massa molecular aparente
semelhante a lectina de BVL purificada de sementes de B.variegata. Esta lectina
tem sido implicada em diferentes acdes biologicas tais como inibicdo da adeséo
inicial de bactérias orais (Klafkle et al, 2013), cicatrizacdo epitelial e proliferacdo
celular (Reis et al., 2008). Assim é possivel que a lectina BvLf possa atuar da
mesma forma, mas para isso ainda ensaios de caracterizacdo da atividade

bioldgica precisam ser realizados.
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Figura 2: Eletroforese da expressdo da lectina BVL extraida de folhas de

Bauhinia variegata em gel de poliacrilamida 15%. (1): Marcador de massa
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molecular: BenchMark Protein Ladder. (2): BvLf purificada conforme indicado na
figura 1. (3) Lectina BvL extraida de sementes de B. variegata.

4. CONCLUSOES
Com base nos resultados apresentados conclui-se que folhas de B. variegata
possuem uma lectina com massa molecular semelhante a lectina de sementes
desta planta e sua caracterizacdo em relacdo a sequéncia e atividade biologicas

precisam ser melhor caracterizadas.
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