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1 INTRODUCAO

Bauhinia forficata € uma planta arbérea, pertencente a familia botanica
Fabaceae, conhecida popularmente como “pata-de-vaca”. E a espécie de Bauhinia
mais utilizada no Brasil como planta medicinal antidiabética (JORGE et al., 2004).
Esta espécie € nativa do sul do Brasil e pode ser encontrada do Rio de Janeiro até o
Rio Grande do Sul (MIYAKE et al., 1986). A infusdo de suas folhas € utilizada na
medicina popular brasileira como agente diurético, hipoglicemiante, tonico,
depurativo, no combate a elefantiase e na reducdo da glicosuria (MARTINS et al.,
1998).

Lectinas sao proteinas ou glicoproteinas que possuem sitios ativos para
glicideos, com um ou mais sitios de ligacdo por subunidade. Estas moléculas se
ligam seletiva e reversivelmente aos carboidratos e precipitam polissacarideos,
glicoproteinas e glicolipideos, agem como reconhecedoras de células (SINGH et al.,
1999). Inicialmente encontradas em plantas, porém, as lectinas ja foram isoladas em
virus, bactérias e animais (LIS; SHARON, 1998; LORIS, 2002).

As propriedades biologicas das lectinas, especialmente as de vegetais,
estdo sendo amplamente estudadas (PINTO et al., 2008; KAUR et al, 2006; SINGH
et al.,, 1999). Porém, até o presente momento, ndo existem estudos realizados a
respeito da purificacdo e caracterizacdo de lectinas provenientes de extratos de
folhas de B. forficata. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar extratos de
folhas de B. forficata quanto a presenca de lectinas.

2 MATERIAL E METODOS
Extracao das lectinas de B. forficata

Folhas frescas de B. forficata Link. foram coletadas no municipio de
Capéo do Ledo — RS e lavadas com agua destilada, trituradas com N liquido
mecanicamente em gral e pistilo, o extrato foi obtido apdés ficar em agitacdo durante
a noite em uma concentracdo de 10% (p/v) em tampao Tris-HCI 0,05 M (pH 7,6) com
NaCl 0,15 M ou tampao citrato-fosfato com NaCl 0,15 M. O extrato bruto foi
centrifugado a 10149 g por 15 min a uma temperatura de 4°C. Foi submetido a
precipitacdo 0-60% (p/v) com sulfato de aménio por no minimo 4h em temperatura
ambiente e apos foi centrifugado sob as condi¢cbes ja citadas. Todo material
precipitado ficou retido no pellet, e este foi dialisado contra dgua destilada, seguido
pelo tampéao Tris (pH 7,6) com 0,15M de NacCl.
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Atividade hemaglutinante

Para a realizacdo do teste de hemaglutinacdo as amostras de sangue
foram obtidas de coelhos saudaveis, e apds a coleta foram imediatamente
misturadas com uma solucdo anticoagulante, heparina. Os eritrocitos foram lavados
por quatro vezes com tampéo Tris-HCI pH 7,6 mais NaCl 0,15M.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%)

As amostras apo6s didlise foram submetidas a eletroforese de
poliacrilamida em gel de 12% (SDS-PAGE). A corrida eletroforética foi realizada por
2 horas sendo utilizado o Marcador BenchMark Protein Ladder (Invitrogen) para a
confirmagcdo da massa molecular das proteinas no gel. Foram aplicadas 15uL de
amostra em cada poco, correndo-se o gel inicialmente a 70 V e depois aumentando-
se para 120V. O gel foi corado com Coomassie brilhante Blue e descorado.

Para a confirmacao da presenca da lectina as amostras foram submetidas
a analise por Western-blotting, utilizando-se anticorpos policlonais Anti-BVL (Lectina
de Bauhinia variegata). Para o controle foi utilizado lectina purificada de semente de
B. variegata L. (PINTO et al., 2008). Apds a transferéncia das proteinas para a
membrana de nitrocelulose procedeu-se o blogqueio da membrana com 5% (p/v) de
leite em pd desnatado em tampao PBS-T (tampéo fosfato salino com 0,05% de
Tween 20). ApoOs o blogueio, a membrana foi incubada com anticopo anti-BVL
produzido em coelho (1:200, PBS-T). Para a revelagcdo a membrana foi incubada
novamente com anticorpo monoclonal anti-anticorpo de coelho conjugado com
peroxidase e substrato diaminobenzidina (DAB).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato com maior rendimento na extracdo da lectina foi obtido em
tampdo Tris-HCI 0,05 M (pH 7,6) com Cloreto de sodio 0,15 M. A atividade
hemaglutinante foi confirmada tanto no extrato bruto quanto na fracdo precipitada
com sulfato de amdnia dialisada.

A imagem do gel de poliacrilamida 12% de fragbes coletadas do extrato
bruto, revela um sinal expressiva com massa molecular em torno de 19 kDa (Fig. 1-
a) que provavelmente seja uma lectina, ja que na analise por Western-blotting esta
banda reagiu com o anticorpo anti lectina de B. variegata. Em estudos precedentes,
Coelho e Silva (2000) encontraram nas folhas de uma outra espécie do mesmo
género (Bauhinia forficata Link.), lectinas com massa molecular aparente de 33 kDa.
Diferentes padrdes eletroforéticos dos extratos confirmam a variedade dessa familia
de proteinas e indicam que elas podem ser tecido-especificas, o que pode ser fonte
para variabilidade em suas aplicagdes biotecnoldgicas, devido a possiveis
mudancas em seus sitios de ligacéo.

De acordo com os resultados obtidos no SDS-PAGE (Fig. 1-a) e no
Western-blotting (Fig. 1-b) o extrato bruto apresentou mais um sinal depois da
precipitacdo com o sulfato de amoénio, 0 que sugere a existéncia de mais de uma
lectina nas folhas de B. forficata, podendo elas serem produtos de diferentes genes
ou diferentes produtos do mesmo gene.

Também é possivel que a lectina de B. forficata (BFL) tenha grande
semelhanca com outras lectinas do mesmo género jA que foi reconhecida pelos
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anticorpos produzidos contra a proteina nativa de sementes de B. variegata (Pinto et
al., 2008).

E importante ressaltar que o gene de uma lectina de B.forficata foi isolado e
expresso em Escherichi coli por Camacho e colaboradores (2006). O estudo dessas
espécies pode propiciar pesquisas futuras de comparagdo entre estruturas para
essas proteinas de tecido-especifico contribuindo para elucidar a sua funcéo, ja que
elas podem ser produtos de genes homdlogos.
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Figura 1: (a) Eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) na presenca de SDS e 2-mercaptoetanol
das lectinas BFL. M: marcador BenchMark™ Protein Ladder, C: Lectina de B. variegata, 1: Extrato
bruto de folhas B. forficata apds precipitacéo e dialise. (b) Western-blotting do extrato bruto das folhas
de Bauhinia forficata. M: marcador pré-corado BenchMark™ Protein Ladder, C: controle, 1. BFL
folhas.

4 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, fica evidente a presenca de uma
lectina putativa de aproximadamente 19 KDa no extrato de folhas da B. forficata,
contudo, estudos posteriores serdo realizados para seu isolamento e sua completa
caracterizacao.
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