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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo obter o amplicon do gene de lectina a partir de folhas
de Bauhinia pentandra (Bong.) D.Dietr. As plantas do género Bauhinia, conhecidas
popularmente como pata-de-vaca em razdo do formato de suas folhas, sdo utilizadas na
medicina popular devido as suas propriedades hipoglicemiantes e diuréticas. Assim, torna-se
de grande interesse investigar os potenciais biotecnoldgicos de suas lectinas, especialmente,
considerando que apenas uma espécie desse género possui estrutura definida
experimentalmente. Apos a coleta de folhas jovens e saudaveis, o material foi imediatamente
armazenado a—80 °C e, em seguida, submetido a maceragdo em nitrogénio liquido (lise celular).
A extragdo dos 4acidos nucleicos foi realizada pelo método do CTAB (brometo de
cetiltrimetilamonio), seguida da remo¢do de RNA por tratamento com a enzima RNase A.
Posteriormente, procedeu-se ao desenho dos primers e a otimizagdo dos parametros da PCR
convencional. A qualidade, integridade ¢ quantidade do DNA obtido foram avaliadas por meio
de eletroforese em gel de agarose e espectrofotometria. O amplicon gerado foi purificado com
o uso de kit especifico para produtos de PCR. Foi obtido material com parametros aceitaveis
pelo método do CTAB, apresentando banda intacta em alto peso molecular, concentragdo de
2144 ng/uL, razao 260/280 = 2,034 e razdo 260/230 = 2,191. Apds o tratamento com RNase A,
os resultados foram 394 ng/uL, 260/280 = 1,807 e 260/230 = 1,361. Obteve-se um amplicon

entre 750 pb e 1000 pb, em conformidade com as lectinas depositadas em banco de dados.

Palavras-chave: Bauhinia pentandra; PCR convencional; Gene; Lectina



ABSTRACT

The present study aimed to obtain the amplicon of the lectin gene from leaves of Bauhinia
pentandra (Bong.) D.Dietr. Plants of the genus Bauhinia, popularly known as cow’s paw due
to the shape of their leaves, are widely used in folk medicine because of their hypoglycemic
and diuretic properties. Therefore, investigating the biotechnological potential of its lectins is
of great interest, particularly given that only one species within this genus has had its structure
experimentally determined. After collecting young and healthy leaves, the material was
immediately stored at —80 °C and subsequently subjected to maceration in liquid nitrogen (cell
lysis). Nucleic acid extraction was carried out wusing the CTAB method
(cetyltrimethylammonium bromide), followed by RNA removal with RNase A treatment.
Primer design and optimization of conventional PCR parameters were then performed. The
quality, integrity, and quantity of the DNA obtained were evaluated by agarose gel
electrophoresis and spectrophotometry. The resulting amplicon was purified using a specific kit
for PCR products. Material with acceptable parameters was obtained through the CTAB
method, showing an intact high-molecular-weight band, concentration of 2144 ng/uL, 260/280
ratio = 2.034, and 260/230 ratio = 2.191. After RNase A treatment, the results were 394 ng/uL,
260/280=1.807, and 260/230 = 1.361. An amplicon between 750 bp and 1000 bp was obtained,

consistent with lectins deposited in sequence databases.

Keywords: Bauhinia pentandra; conventional PCR; Gene; Lectin
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1 INTRODUCAO

Lectinas sdo proteinas que possuem ao menos um dominio que se ligam
reversivelmente a carboidratos sem altera-los, estao presentes em todos os taxons, sendo
entdo responsaveis por uma infinidade de fungdes. Gragas as suas diversas capacidades
de interagdes bioldgicas, possuem grande relevancia para a biotecnologia, desde suas
possiveis atividades biologicas até ferramentas de investigacdo como triagem de perfis de
carboidratos.

As lectinas mais bem exploradas sdo as pertencentes a familia Fabaceae, a
qual inclui o género Bauhinia, em razao da alta abundancia dessas proteinas em suas
sementes, que possibilitou elevado rendimento em suas purificagdes e,
consequentemente, facilitou o processo de caracterizagao, a0 mesmo tempo em que novas
técnicas para o isolamento dessas proteinas eram desenvolvidas.

As plantas conhecidas como “pata-de-vaca”, pertencentes ao género
Bauhinia, possuem mais de 300 espécies identificadas em zonas tropicais sazonalmente
secas. Sao utilizadas na cultura popular (centro e sul-americana) como fitoterépicos,
sendo seu uso feito, principalmente, devido a sua agdo hipoglicemiante, mas também ¢
recomendada como agente antimicrobiano, anti-inflamatdrio, antifungico, diurético e
antioxidante. O que desperta o interesse tanto da pesquisa de base quanto da pesquisa
aplicada devido aos seus potenciais biotecnoldgicos.

Na abordagem classica do estudo de proteinas, ¢ necessario primeiro obter a
proteina de interesse para, em seguida, estuda-la. A quimica de proteinas oferece uma
série de estratégias para purificar e isolar proteinas. No entanto, estabelecer protocolo de
purificacdo costuma demandar tempo consideravel, seja pela presenga de moléculas que
interferem em seu isolamento ou seja por sua baixa abundéincia. Assim, a biologia
molecular surge como uma ferramenta complementar ou alternativa a quimica de
proteinas, permitindo a obten¢do de sequéncias génicas que codificam proteinas de
interesse, consequentemente, oferecendo tanto validagcdo de sequéncias obtidas a partir
de proteinas quanto uma maior riqueza de informagdes envolvendo a sintese e as
modificagdes que ocorrem na proteina.

O presente trabalho teve como objetivo isolar o DNA genomico (DNAg) a
partir de folhas de B. pentandra, com a finalidade de obter DNAg com parametros
aceitaveis de pureza que permitam a amplifica¢do de gene de lectina por meio de PCR

convencional.
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O método estabelecido por Doyle & Doyle (1987) para a extragdo de DNA
gendmico ¢ conhecido por oferecer o isolamento de DNA gendmico de forma rapida,
econdmica e de relativo alto rendimento, considerando a baixa quantidade de material
biologico necessario.

Apesar da utilidade do método do CTAB para extragdo de DNAg, ¢ comum
que algumas espécies exijam adaptacdes no protocolo de extragdo. Isso pode ocorrer
devido a presenca de polissacarideos e metabolitos secundarios na planta, como também
pode ser devido a sua propria parede celular, caso a lise celular seja insuficiente.

O método de CTAB, na literatura, foi adaptado diversas vezes por
pesquisadores diferentes, essas modificagdes foram feitas em todas as etapas do processo
de extragdo, sendo entdo necessario validar as possiveis adaptagdes ao método de acordo
com a necessidade da amostra com que se trabalha.

Apesar das limitagdes do método, onde ocorre a coprecipitagdo de compostos
fenolicos e polissacarideos que impactam negativamente nas aplicagdes posteriores como
sequenciamento, amplificagdo de genes, dentre outros; O método do CTAB ainda ¢ a
técnica mais aplicada na extracdo de DNA gendmico (possuindo mais de 26500 citacdes
no Google Académico, verificado em 26 de julho de 2025), sendo entdo a melhor
candidata como técnica de extracdo de DNAg a partir de folhas em uma nova espécie de
interesse.

A obtencdo da sequéncia de um gene que codifica lectina em uma planta
possibilita diversas abordagens, como a elaboracdo de arvores filogenéticas, a anotagdo
genética, a deteccao de polimorfismos, além do desenvolvimento de novos experimentos
em biologia molecular, incluindo edi¢do génica, estudos de expressao génica € novos
primers. Analises de bioinformatica estrutural possuem maior relevancia para as lectinas
do género Bauhinia uma vez que existe apenas uma proteina com estrutura, obtida a partir
de dados experimentais, depositada do RCSB PDB (RCSB Protein Data Bank, verificado
em 13 de outubro de 2025), sendo assim, podera contribuir para os estudos futuros
envolvendo sua estrutura, como analise de funcionalidade, modelagem, docking. A
obten¢do da sequéncia génica dessas lectinas ird, entdo, abrir o caminho para novos
estudos, seja permitindo novas abordagens ou direcionando as pesquisas, tornando-as

mais eficiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Amplificar gene de lectina a partir de folhas da espécie Bauhinia pentandra

(Bong.) D.Dietr.

2.2 Objetivos Especificos:

1.

® N kWD

Coletar folhas e imediatamente armazena-las a - 80 °C.

Macerar com pistilo e cadinho as folhas com o uso de nitrogénio liquido.
Extrair acidos nucleicos através do método CTAB.

Degradar RNA com o uso de RNase A.

Verificar pureza e quantidade por espectrofotometria.

Verificar integridade e tamanho por eletroforese em gel de agarose.
Desenhar primers para PCR convencional.

Amplificar gene de lectina
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Definicoes

Segundo Tsaneva e Van Damme (2020) lectinas sdo uma denominagdo
coletiva para uma familia heterogénea de proteinas ligantes de carboidratos, que
apresentam diferentes estruturas moleculares, propriedades bioquimicas e biofisicas e,
consequentemente, provavelmente também desempenham func¢des biologicas diversas.

Elas sdo classificadas com base nas seguintes caracteristicas:

(1) Quanto a localizacdo subcelular: As lectinas classicas sdo sintetizadas nos
ribossomos do reticulo endoplasmatico, logo, elas podem ser transportadas ao
vacuolo, as paredes celulares ou até ao meio extra celular. Ja as lectinas induziveis
nao possuem peptideo sinal, sdo sintetizadas no citosol, onde permanecem, ou sao

translocadas para o nucleo (Figura 1).

Figura 1 — Representagao esquematica de Célula vegetal, suas organelas e onde se
compartimentalizam as lectinas classicas (em vermelho) e as lectinas induziveis
(em amarelo)

Fonte: Tsaneva, Van Damme, 2020.

(2) Quanto a estrutura molecular: As lectinas de planta que possuem apenas 1 dominio
sdo chamadas de merolectinas. Quando a lectina possui 2 ou mais dominios, sao

chamadas de hololectinas. Se essas possuirem diferentes especificidades, sdo



16

chamdas de superlectinas. Se possuirem um dominio que nao seja lectina e que
exerca atividade biologica ou catalitica, trata-se de uma quimerolectina.

Representadas a seguir (Figura 2).

Figura 2 — Classificagdo de lectinas segundo sua estrutura molecular

Merolectinas Hololectinas

Quimerolectinas Superlectinas

“ . Dominio de lectina

wn Dominio com atividade biologica/catalitica

@ @ Sitio de reconhecimento de diferentes carboidratos

Fonte: Tsaneva, Van Damme, 2020.

(3) Quanto a sequéncia: Através de andlises de sequéncias de lectinas a partir de
gendOmica e transcriptomica, pode-se perceber padrdes de sequéncias que se
repetem, o qual sdo chamados de motivos. As lectinas foram separadas em
familias de acordo com esses padrdes esperados. Van Holle € Van Damme (2019)
realizaram uma andlise funcional utilizando a ferramenta InterPro 71.0 que pode
classificar proteinas em familias realizando predi¢ao de seus dominios (Figura 3),
entre diversos taxons, incluindo outros que ndo fossem apenas plantas. Isso
demonstra ambos a existéncia dos motivos € padrdes como também a presenca

ubiqua das lectinas entre os seres vivos.
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Figura 3 — Distribui¢do taxondmica e magnitude de dominios de lectinas de
plantas na arvore da vida

& el
& &
S &
'bq @q
K\)C) '\\C)
’QO \\\(}
O o
&S O30 B N
?@ w (—ﬁ (0 \2\6 \%’J%\ ®©
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Fonte: Van Holle, Van Damme, 2019.

(4) Quanto a abundancia: As lectinas estdo presente em todas as partes das plantas,

apesar de que ¢ encontrado menor presenga de lectinas em flores, folhas, raizes e
brotos (Peumans, Van Damme, 1995). As lectinas que sdo expressas com maior
intensidade (de 0,1% até 10% das proteinas totais) se encontram em tecidos
vegetativos ou em sementes, conhecidas como lectinas cldssicas. As lectinas
encontradas no citoplasma possuem baixa abundancia quando nao estdo sob
estresse, sendo, entdo, conhecidas como lectinas induziveis. Quando expostas ao
estresse, sua expressdo ¢ acentuada, dando origem ao seu nome (Lanno, Van
Damme, 2010; Van Damme, 2014).

E possivel notar correlagdes nas classificagdes das lectinas, como por exemplo a
classificacdo de localizacdao subcelular (Figura 1) ja citada sendo relevante na
classifica¢do de abundancia, sendo assim possivel fazer uma andlise comparativa
nessa categoria (Tabela 1). Considerando a grande abundancia das lectinas

cléssicas, elas foram as primeiras a serem descobertas, especialmente de sementes
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de leguminosas (familia Fabaceae), sendo entao mais faceis de serem purificadas.
J& as lectinas induziveis s6 foram descobertas na década de 1990 (Lanno, Van

Damme, 2010; Van Damme, 2014).

Tabela 1 — Analise comparativa entre lectinas classicas e lectinas induziveis

Lectinas classicas Lectinas induziveis
~ Alta, 0,1-10% de Baixa, as vezes
Level de expressao , . . ,
proteinas totais indetectavel
., Ribossomos atrelados ao Ribossomos livres no
Biossintese .
RE citoplasma
Localizacao Vacuolo e espaco , :
¢ pag Nucleo e/ou citoplasma
subcelular extracelular
Localizacdo em Sementes, cascas .
16 L ’ Raiz, broto, folhas, flores
tecido bulbos, rizomas, cormos
- Regulada pelo
Expressao g 1P Regulada pelo estresse
desenvolvimento
N Proteinas de reserva, Imunidade inata,
Funcao ~ .
defesa de planta transducao de sinal
Estrutura do Pouco explorada
Estruturas de carbono ploraca,
carbono \ provavelmente exdgena e
. exogena .
reconhecido enddgena

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Adaptado a partir de Tsaneva, Van Damme, 2020.

3.2 Espectrofotometria

Os parametros de qualidade ideais para DNA ¢ de razdo 260/280 = 1,8 e de
razao 260/230 de 2,0-2,2 (Matlock, 2015). Considerando que nucleosideos e nucleotideos
sao fortemente dependentes do pH, devido ao grau de ionizacdo das bases em diferentes
pH (Chirgwin et al., 1979). Deve-se considerar, entdo, uma variacdo nas leituras das
razdes 260/280 e razdes 260/230, por causa de uma leve mudanca no pico da leitura dos
acidos nucléicos, sendo de 0,2-0,3 a mais, para solugdes mais basicas e de 0,2-0,3 a menos
para solucoes mais acidas (Wilfinger, Mackey, Chomczynski, 1997). Altor teor de RNA
na amostra também ird afetar a leitura, uma vez que uracilas possuem o seu pico mais
alinhado com 260 nm do que timinas (Nelson, Cox, 2022), resultando, entdo, em maior

coeficiente de extingdo molar para RNA (em média).

3.3 Métodos de extracdo de DNA gendmico a partir de tecidos de plantas
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As caracteristicas que sdo especificas de planta, como, por exemplo, a riqueza
de metabolitos secundérios encontrados nas mais diversas espécies de plantas, a
heterogeneidade das moléculas presentes, pigmentos, parede celular, etc., exigem
consideragdo especial e habilidade durante o processo de isolamento (Varma, Padh,
Shrivastava, 2007).

Extracdes de DNA que deixam a desejar sdo causadas pelas mesmas
propriedades que permitem que uma planta sobreviva em seu habitat. Paredes celulares,
por exemplo, sdo rigidas, proporcionando um suporte estrutural, mas prendendo o DNA
dentro da célula e seus polissacarideos sdo capazes de inibir aplicagdes a jusante, como
PCR convencional e reagdes enzimaticas em geral (Do, Adams, 1991; Pandey et
al., 1996; Varma et al., 2007). Deve-se considerar também que os metabolitos secundarios
liberados apos a lise celular, que protegem as plantas de estresses abioticos (Pratyusha,
2022), servirdo como empecilho no processo de isolamento do DNA, sendo os piores
deles: polissacarideos e compostos fendlicos que coprecipitam com o DNA (Scott and
Playford, 1996; Sharma et al., 2002).

Considerando os vérios fatores que influenciam nos desafios de isolamento
de DNA a partir de tecidos de planta, deve ser selecionado aquilo que funcionar. Os
pesquisadores costumam realizar uma triagem com os 3 métodos mais conhecidos:
Murray & Thompson (1980); Doyle & Doyle (1987) e Rogers & Bendich (1988), onde,
dessa forma, o protocolo escolhido deve ser adaptado com o objetivo de melhorar os
parametros de qualidade do DNA obtido (Varma et al., 2007).

Sobre a coleta, as folhas jovens sdo as favoritas quando o foco ¢ maior
rendimento e pureza de DNA, uma vez que possuem melhor rendimento quando
comparadas a caules, raizes, frutas e folhas maduradas (Jobes et al., 1995; Japelaghi et
al., 2011; Abubakar et al., 2018). Ademais, deve-se evitar folhas que sofreram estresse,
como herbivoria, pois, em resposta ao estresse biotico (seja ele qualquer tipo de estresse),
terdo alta quantidade de metabolitos secundarios devido aos seus mecanismos de defesa
(Usha Rani, Jyothsna, 2010) que poderao prejudicar o processo de isolamento do DNA,
assim como aplicagdes posteriores.

A etapa de lise tem como fungdo romper as barreiras celulares e liberar o
material genético. O processo inicia-se com a maceracao do tecido vegetal, geralmente
realizada sob nitrogénio liquido para evitar a degradagdo do DNA por a¢do de nucleases
ou compostos fenodlicos (Lodhi et al., 1994; Kasem et al., 2008). A trituragdo pode ser

feita em cadinho e pistilo ou com o auxilio de esferas mecanicas magnéticas (Hale et al.,


https://bsapubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/aps3.11517#aps311517-bib-0025
https://bsapubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/aps3.11517#aps311517-bib-0061
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2020). Em seguida, o material ¢ incubado em tampao de lise, cuja composicao tipica
inclui CTAB, Tris, NaCl, EDTA e B-mercaptoetanol, como descrito em Doyle & Doyle
(1987). O CTAB atua rompendo as membranas e complexando polissacarideos, enquanto
o EDTA inativa as nucleases ao quelar ions divalentes. A incubag¢do costuma ocorrer a
cerca de 60 °C por aproximadamente uma hora, permitindo a completa desestruturagao
celular e a liberacdo do DNA para o meio (Schenk et al., 2023).

Na etapa de isolamento, busca-se separar o DNA das demais moléculas
presentes no lisado, como proteinas, lipidios e residuos celulares. Essa separagao ¢ obtida
com a adi¢do da mistura organica cloroformio:alcool isoamilico (24:1, v/v), que promove
a formacao de duas fases apds centrifugacdo: a fase aquosa, contendo DNA e RNA, ¢ a
fase organica, onde permanecem proteinas e outros componentes indesejaveis (Schenk et
al., 2023). A fase superior ¢ cuidadosamente transferida para um novo tubo, evitando o
contato com a interface entre as duas camadas, que contém impurezas. Quando o
sobrenadante apresenta coloragdo opaca, o procedimento pode ser repetido para melhorar
a pureza da amostra. A etapa de isolamento ¢é repetida caso a fase aquosa nao esteja
transliicida ou ao menos clara (Porebski et al., 1997; Aboul-Maaty, Oraby, 2019).

A etapa de limpeza tem como objetivo eliminar tracos de CTAB, sais e outros
contaminantes. O DNA ¢ precipitado com etanol ou isopropanol, geralmente resfriados,
podendo ser adicionados sais como acetato de sddio ou cloreto de sodio para favorecer a
precipitagdo (Schenk et al., 2023). Apds centrifugagdo, forma-se um pellet de DNA, que
¢ lavado uma ou duas vezes com etanol a 70-80% (Maguire et al., 1994; Storchova et al.,
2000), assegurando a remogao de residuos de detergentes e sais. O pellet € entdo seco a
temperatura ambiente ou sob leve aquecimento, garantindo a completa evaporacao do
alcool, que poderia interferir em reagdes enzimaticas posteriores, como a PCR. A remogao
de etanol ¢ de extrema importancia, uma vez que pode inibir reacdes de PCR (Demeke,
Jenkins, 2010)

Na etapa final, de eluicdo, o DNA seco ¢ ressuspenso em agua livre de
nucleases (Moreira, Oliveira, 2011) ou em tampao TE (Tris-EDTA), o qual mantém o pH
estavel e previne degradagdes (Schenk et al., 2023). O volume de elui¢do varia conforme
o rendimento desejado, mas normalmente situa-se entre 50 uL e 100 pL (Schenk et al.,
2023). Em alguns protocolos, recomenda-se um aquecimento leve (50—60 °C) por 5-120
minutos para facilitar a dissolugao do DNA (Rogers, Bendich, 1985; Aboul-Maaty, Oraby,
2019). O produto obtido ao final do processo corresponde ao DNA purificado, adequado
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para analises de integridade, quantificagdo e amplificacdes subsequentes. Figura 4 a

seguir ilustra partes da extracao.

Figura 4 — Extragdao de DNA gendmico. Etapas da
esquerda para a direita: incubagdo com CTAB,
seguido pela primeira e segunda purificagdo com
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

3.4 Breve historia da lectinologia

O estudo das lectinas vegetais comegou com Peter Hermann Stillmark que
descreveu a ricina em 1888, que foi uma proteina extraida das sementes de Ricinus
communis. Essa proteina chamou atencdo por apresentar atividade hemaglutinante, o que
acabou dando origem ao campo de pesquisa que hoje chamamos de lectinologia (Tsaneva,
Van Damme, 2020)

Em 1919, Sumner conseguiu purificar a Concanavalina A (ConA) a partir de
sementes de Canavalia ensiformis, observando sua capacidade de aglutinar células e
interagir com polissacarideos como glicogénio e dextranos (Sharon, Lis, 2004). Em 1960,
Peter G. Nowell descobriu que lectinas (fitohemaglutininas como conhecidas na época)
de Phaseolus vulgaris era capaz de induzir divisao celular em linfécitos, o que aumentou

a visibilidade da lectinologia (Sharon, Lis, 2007).
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Antes de 1954, essas proteinas eram conhecidas como hemaglutininas ou
fitohemaglutininas, entdo, Boyd e Shapleigh sugeriram o nome “Lectina”, que em latim,
significa “Selecionar”, a inspiragdo estaria em sua capacidade de selecionar
especificamente carboidratos (Sharon, Lis, 2004). Em 1980, Goldstein descreveu essas
moléculas como proteinas ndo imunolodgicas capazes de aglutinar células ou precipitar
glicoconjugados. Entdo, em 1995, Peumans e Van Damme apresentaram uma defini¢do
mais precisa: lectinas sdo proteinas que possuem ao menos um dominio ndo catalitico
capaz de se ligar, de forma reversivel, a mono ou oligossacarideos, sem alterar a estrutura
covalente do ligante. Por fim, em 2020, Tsaneva ¢ Van Damme cunharam a defini¢ao
mais aceita atualmente para lectinas, descrita no inicio desta secao.

Com o avango das técnicas laboratoriais, a pesquisa sobre lectinas se tornou
muito mais detalhada. Métodos modernos como cromatografia de afinidade (Agrawal e
Goldstein, 1965), expressdao heterdloga (Vodkin, 1983), sequenciamento gendmico e
ferramentas de bioinformatica passaram a ser empregados para compreender a
diversidade estrutural e funcional dessas proteinas. Hoje, além da estrutura e da
especificidade por carboidratos, investiga-se também a regulagdo, a localizagdo celular e
o papel fisiologico das lectinas, inclusive sob condi¢des de estresse e em diferentes

estagios do desenvolvimento vegetal (Tsaneva, Van Damme, 2020).

3.5 Contextualizando biologia molecular na lectinologia

A caracterizagdo de lectinas de planta usualmente seguiu as técnicas
tradicionais como: atividade hemaglutinante, ensaio de inibicdo com agucares e
cromatografia de afinidade (Nascimento et al., 2012), o que acabou deixando de lado
isoformas menos expressas ou induziveis, que hoje se mostram igualmente relevantes
(Tsaneva, Van Damme, 2020). O que ocorre ¢ que, hoje, técnicas como atividade
hemaglutinante (técnicas tradicionais) sdo insuficientes, devido as limitacdes em
sensibilidade e especificidade, o que dificulta descobertas de lectinas de baixa abundancia
ou de baixa capacidade de interacdo (Osterne et al., 2025), como saponinas que sdo
capazes de lisar as hemacias do ensaio de atividade hemaglutinante, ou mesmo lectinas
que sdao compostas apenas de 1 dominio (merolectinas) que ndo sdo capazes de promover
hemaglutinagao.

Sendo assim, por um longo periodo de tempo, a maior parte da pesquisa com

lectinas tinha como alvo a caracterizacdo bioquimica e funcional de plantas de lectina,
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enquanto a sua relevancia na colonizacdo da terra por plantas e na evolugdo de
angiospermas foi negligenciada (Van Holle, Van Damme, 2019), topicos esses que
poderdo beneficiar tanto a pesquisa aplicada quanto a pesquisa de base. E de grande
interesse buscar novas tecnologias que permitam explorar as lectinas sem as limitagdes
usuais dos métodos cléssicos.

O isolamento de gene de lectinas e o seu sequenciamento, permitem que cada
vez mais os bancos de dados tenham mais informagdes que poderdo ser correlacionadas
entre si, fortalecendo, por exemplo, as abordagens gendmicas e transcriptomicas que tém
se mostrado particularmente vantajosas, principalmente pela eficiéncia que oferecem. O
uso de ferramentas de bioinformatica agiliza bastante o processo de descoberta de novas
lectinas, permitindo rastrear rapidamente grandes bancos de dados genéticos de diferentes
espécies vegetais. Dessa forma, torna-se possivel identificar genes de interesse com base
na conservagao de dominios e na similaridade de sequéncia, o que facilita a construgao
de catidlogos amplos de lectinas e at¢ mesmo algumas previsdes iniciais sobre suas
possiveis estruturas e fungdes. Por outro lado, vale lembrar que essas estratégias t€ém suas
limitagdes. Elas se baseiam, essencialmente, em previsdes derivadas de sequéncia, o que
faz com que algumas caracteristicas importantes acabem passando despercebidas, como
modificacdes poés-traducionais, alteragdes conformacionais e, principalmente, as
interacdes especificas com glicanos, que sdo cruciais para a fungdo biologica das lectinas.
Outro ponto ¢ que nem sempre a presenca de um dominio de lectina em uma sequéncia
garante que aquela proteina seja de fato funcional (Osterne et al., 2025).

Desta forma, a biologia molecular veio para complementar a abordagem
classica de quimica de proteinas, como também dar suporte para novas abordagens in
silico. Figura 5 mostra aplicagdes relevantes em diferentes areas que serdo cada vez mais
beneficiadas com o desenvolvimento dessas abordagens in silico como modelagem

computacional, abordagens dmicas e machine learning.
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Figura 5 — Representagdo esquematica de aplicagdes de lectinas em diferentes areas
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025. Adaptado a partir de Tsaneva, Van Damme, 2020.

Os avangos nas ultimas décadas na biologia molecular e na biotecnologia
permitiram o sequenciamento de genomas de uma infinidade de espécies, expandindo,
assim, os dados de protedmica e gendmica disponiveis em repositorios publicos (. Ha
mais de 50000 genomas de eucariotos, virus, plasmideos e organelas depositadas no
NCBI genome database (Silva, Gongalves, Lopes, 2020). Essa grande quantidade de
informagao disponivel levou a melhoria de ferramentas de bioinformatica, que sdo uteis
para caracterizar proteinas e suas isoformas presentes em uma célula especifica ou tecido,
como também permite predizer suas fung¢des, fornecendo informagdes cruciais para
estudos futuros, seja in vivo ou in vitro (Sivashankari, 2006; Mallick, 2010; Srinivasa,

2020).

3.6 Lectinas de Leguminosae

Lectinas pertencentes a familia Leguminosae sdo as que mais possuem
diversidade de especificidades comparadas aos outros grupos de lectinas. A maioria das
lectinas de leguminosas sdo constituidas por protomeros de 25-30 kDa, entre 220 e 250

aminodacidos e formados por uma ou mais cadeia de polipeptideos. Também podem ser
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N-glicosiladas, contendo uma ou duas cadeias de glicanos. A maioria dessas lectinas sao
metaloproteinas (salvo exceg¢des incomuns), os protdmeros contém um sitio de ligacdo a
metal fortemente ligada a ions calcio e @ manganés responsaveis por manter o sitio de
ligagdo a carboidrato (Cavada et al., 2020).

Devido a abundancia de lectinas em suas sementes, sdo a familia mais bem
exploradas quanto ao isolamento e a caracterizacao de suas lectinas, onde podem compor
de 0.1-10% de proteinas totais (Tsaneva, Van Damme, 2020), tendo ultrapassado mais de
600 espécies onde foram detectado atividade de lectinas, onde muitas também foram
aplicadas em atividades bioldgicas e aplicagdes biotecnoldgicas (Lock, 2005; Gautam et
al., 2018, Cavada et al., 2020; Tsaneva, Van Damme, 2020; Nascimento et al., 2020).

Essas lectinas podem formar dimeros e/ou tetrameros que se ligam
especificamente a residuos de glicose, fucose, galactose e manose e seus derivados (Loris

et al., 1998).

3.7 Bauhinia, género, lectinas e genes

As plantas desse género possuem porte arboreo, arbustivo ou escandente
(trepadeiras); folhas geralmente coridceas (duras e rigidas como um couro), bifolioladas,
isto ¢, apresentam dois foliolos, frequentemente unidos, entdo denominada folha

bifoliolada geminada (Souza et al., 2013). Conforme Figura 6 a seguir.

Figura 6 — Fotos de plantas do género Bauhinia. a) Folha bifoliolada de Bauhinia
forficata Link. b) Folhas coriaceas de Bauhinia coulteri Macbride com porte arbdreo

Fonte: a) Maria Eugenia Mendiola Gonzale; b) Daniel Grasel
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Pertencente a familia Leguminosae, a subfamilia Cercidoideae, o género
Bauhinia é conhecida popularmente como pata-de-vaca contando com mais de 300
espécies, sendo 200 ao menos encontrada no Brasil (Az, Tozzi, 2005; Domingos,
Capellari, 2016). O género esta presente em todo o Brasil, com algumas espécies de
concentrado em regides especificas (Vaz, 2025), entretanto, as espécies deste género se
distribuem bem em todas as regides tropicais, em sua maioria na Africa, Asia e América
do Sul, e fazem parte da medicina popular nessas regioes (Filho, 2009). Extratos obtidos
a partir de sua casca e de suas folhas sao utilizados para varios sintomas e doengas, como
diabetes, inflamacao, infecgdes e dor (Negi, Sharma, Singh, 2012). Apesar de a maioria
dos efeitos benéficos ndo sdo oriundos de lectinas, mas sim de metabolitos secundarios
como esteroides, acidos aromaticos, terpenos, alcaloides, lactonas e quinonas (Singh,
Singh, Singh, 2016); foi relatado que a sua atividade anticancer, que ¢ de extrema
relevancia para aplicagdes na medicina, ocorre devido a presenca de lectina (Pandey,
Agrawal, 2009). Dentre outras possiveis aplica¢des na tabela 2. E importante notar que
que lectinas de B. rufa e de B. bauhinioides apresentaram baixa toxicidade em A. salina

e em células humanas, demostrando o seu potencial biotecnoldgico (Osterne et al., 2025).

Tabela 2 — Aplicacdes de lectinas de diferentes espécies de Bauhinia

Atividade bioldgica ou

funcio Espécie
Marcador celular B. purpurea
Antibacteriana B. variegata
Antifungica B. ungulata
Antiviral B. variegata, B. purpurea e B. monandra
Inseticida B. monandra

B. variegata, B. variegata var. variegata,
B. forficata
Inflamatéria/nociceptiva B. monandra
Anticoagulante B. forficata (1)

Antiproliferativa/anticancer

Fonte: Cagliari, Kremer, Pinto, 2018

(1) Nao depende de seu sitio de reconhecimento a carboidrato.

De um modo geral, as lectinas do género Bauhinia possuem especificidade a
D-galactose, mas frequentemente também a D-glicose. Apesar de na maioria das
leguminosas, os metais divalentes sdo requisitos para a manutencdo do sitio de

reconhecimento a carboidrato, nas espécies do género Bauhinia isso nao ¢€
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necessariamente verdade, assim como glicosilagdes ndo estdo sempre presentes em suas
lectinas (Cagliari et al., 2018).

A primeira lectina explorada de Bauhinia pertenceu a Bauhinia purpurea em
1978 por Osawa et al. E até¢ 2018 um total de 10 lectinas haviam sido isoladas a partir de
7 espécies diferentes de Bauhinia (Cagliari et al., 2018). Entretanto, em 2024, outras 2
foram isoladas, B. holophylla através de bioinformatica (material genémico) e B. catingae
através de técnicas classicas de quimica de proteinas (Camargos, Lopes, Castro, 2024;
Nascimento et al., 2024). Suas estruturas primarias foram largamente elucidadas,
realizando BLAST, ¢ possivel observar alta conservacao (80-89% de identidade) entre as
lectinas do género, tornando-as Otimos alvos para amplificagdo seguida de
sequenciamento. J4 as estruturas secundarias obtidas a partir de dicroismo circular de BFL
BvvL, BPA e BUL ndo inspiram muita confianga, uma vez que apresentaram alta
incidéncia de a-hélice, o que ndo ¢ comum em leguminosas (Cagliari et al., 2018). Com
a obteng¢do da estrutura terciaria de BFL, foi possivel afirmar que ndo ha a-hélice em sua
estrutura, logo, desvalidando, como esperado, os resultados prévios (Cagliari et al., 2018).
Desta forma, sao necessarias mais sequéncias de lectinas diferentes para modelar

estruturas e buscar compreender melhor as lectinas do género Bauhinia.

3.8 Bauhinia pentandra, espécie e lectina

Figura 7 — Distribuicdo geografica de Bauhinia pentandra

Fonte: Vaz, 2025.
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A Bauhinia pentandra (Bong.) D.Dietr. é nativa do Brasil, concentrada nas
regidoes do Nordeste, Centro-Oeste (Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso) e Sudeste
(Minas Gerais e Sao Paulo) e do Norte, apenas Tocantins; conforme a Figura 7.

Bauhinia pentandra (Figura 8) ¢ uma arvore de pequeno porte, atingindo até
4 m de altura, escandente com ramos contendo aculeos rigidos em dire¢dao ao apice,
inflorescéncias parciais com pétalas lineares e com folhas bifoliadas. Seu legume
apresenta contorno estreitamente oblongo, sem divisdes internas, portanto sem camaras
que alojam as sementes as quais ndo possuem apéndice unciforme encobrindo o hilo, e

sem linhas em leque. (Vaz, Tozzi, 2005; Cris6stomo, 2008).

Figura 8 — Bauhinia pentandra (Bong.) D.Dietr. a) Folha unifoliada, bilobada; b) Fruto
plurisseminado; ¢) Fruto plano, linear; d) Estames heterodinamos, anteras rimosas; €)
Flor. Pétalas brancas, estreito-oblongo

Fotos: Rubens Teixeira de Queiroz, Serrinha do Canto, Serrinha dos Pintos, Rio Grande do Norte (f. 1-
2) Fortaleza, Ceara (f. 3-8), Brasil.

A lectina de B. pentandra foi isolada pela primeira vez em 2001 por Silva et
al. e parcialmente caracterizada. A lectina possui afinidade a D-Galactose; requer metais

divalentes para atingir atividade méaxima; reteve metade de sua atividade original apos 60
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min em 70 °C; em SDS-PAGE foi observado apenas 1 banda de 30 kDa, o que esta dentro

do esperado para lectinas de leguminosas (Cavada et al., 2020).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

Agarose, Acido cloridrico, Acido Etilenodiaminotetracético, Alcool
isoamilico, Borato, Brometo de Cetiltrimetilamonio, Cloroféormio, Cloreto de Sodio,
Etanol, Isopropanol, Polivinilpolipirrolidona (PVPP), Tris(hidroximetil)Jaminometano, 3
mercaptoetanol. Nitrogénio liquido, RNase A de pancreas bovino (Sigma-Aldrich,
10109142001), Corante de acidos nucleicos GelRed® 10000X Agua (Sigma-Aldrich,
SCT123), Easy Tag DNA Polimerase (recombinante, 13-10500), Marcador de Peso
molecular 1 Kb DNA Ladder LGC Biotecnologia (13-4004-01). Foi utilizado agua
ultrapura tipo 2 nas solucdes. Com excecdo do PVPP, todos os reagentes possuem grau

de pureza analitica.

4.2 Material Bioldgico

Folhas de Bauhinia pentandra foram coletadas e armazenadas a - 80 °C com
a finalidade de preservar a integridade do DNA, reduzir oxida¢do e atividade de

nucleases.

4.3 Lise celular

As folhas foram higienizadas com 4dgua e com etanol 70%. Entdo, as folhas
foram colocadas dentro do cadinho, onde o nitrogénio liquido foi despejado
cuidadosamente com quantidade suficiente apenas para submergir as folhas, com o
auxilio do pistilo, as folhas foram maceradas repetidamente até a obtengdo de um material

fino e homogéneo. Foi obtido 19,5 g de pd de folhas de B. pentandra.
4.4 Extracio do DNA genomico
As etapas do protocolo de extracdo de DNA pelo método do CTAB foram

adaptadas a partir de Doyle & Doyle 1987. Inicialmente, procedeu-se a maceracdao de

folhas em nitrogénio liquido, visando a lise celular e a liberagdo do material genético. Em
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seguida, o extrato foi incubado com tampao CTAB, o que promoveu a solubilizacao de
membranas e a remogao parcial de polissacarideos e compostos fendlicos.

A seguir, realizaram-se duas purificagdes consecutivas com
cloroférmio:élcool isoamilico (24:1, v/v), com o objetivo de eliminar proteinas, lipidios
residuais e pigmentos. O DNA presente na fase aquosa foi transferido para novo tubo,
onde entdo foi precipitado com isopropanol. O sobrenadante foi descartado e o pellet
resultante lavado com etanol 70%, removendo sais e solventes (recuperacdo e
purificagao).

Apos a secagem, o DNA foi ressuspenso em tampao TE (Tris-HCI 10mM, pH
8,0, EDTA 1 mM) e submetido ao tratamento com RNase A, para eliminagdo de RNA
contaminante. A integridade, pureza e concentra¢do do DNA foram verificadas por
eletroforese em gel de agarose e espectrofotometria (razdes 260/280, 260/230 e
quantificagdo) e uma nova extragao de DNA pelo método de CTAB foi realizada a partir

da etapa de purificagdo com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v).

4.5 Tratamento enzimatico com RNase A

O pool de acidos nucleicos isolados na etapa de extracdo foi levado a um
microtubo, onde foi adicionado 1 uL de RNase A na concentracdo de 100 ug/mL para
cada 10 pL de pool de 4acidos nucleicos. O microtubo foi deixado no Termobloco a 37 °C
por 1 hora, sob agitacdo de 300 RPM. Onde entdo foi repetido as etapas de isolamento de

DNA genomico, a partir da etapa de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1).

4.6 Quantificacio por espectrofotometria

Essa etapa foi realizada antes e apds o tratamento com RNase A, como
também apos a PCR. As leituras de parametros de qualidade e de quantificacdo foram
realizadas no equipamento GE Healthcare NanoVue Plus UV-Vis Spectrophotometer. A
referéncia (0A) foi feita com 4gua ultrapura tipo 2. Foi utilizado 1,25 pL de amostra por
leitura, sendo realizado limpeza rigorosa e cuidadosa na lente do equipamento entre as

leituras.

4.7 Eletroforese em gel de agarose
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Essa etapa foi realizada antes e apds o tratamento com RNase A, como
também ap6s a PCR. O gel de agarose para extragado foi feito com 0,5% (0,1 g de agarose
para cada 20 mL) para o DNAg (antes e apos uso de RNAse A) e com 1,5% para os
amplificados obtidos a partir da PCR convencional. TBE 1x, GelRed 1x. A corrida de

eletroforese ocorreu a 100 V. Tampao de corrida 0,5x TBE.

4.8 Desenho dos oligonucleotideos sintéticos (Primers)

Foi feito a coleta das sequéncias de lectinas do género Bauhinia, como
também espécies pertencentes a outros géneros, como Griffonia, com o auxilio do blastn.
As sequéncias foram coletadas do NCBI e alinhadas pela ferramenta Clustal Omega, as
sequéncias que ndo possuiam regides conservadas nas regides iniciais e finais foram
descartadas.

Uma das sequéncias foi escolhida para realizar o desenho do primer através
do Primer-BLAST, onde foram escolhidos os primers com parametros mais adequados.
A temperatura de anelamento utilizada foi a que foi obtida na andlise com IDT's

OligoAnalyzer™.

4.9 Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional

A reagdo foi otimizada variando-se a temperatura e a concentragdo de gDNA
inicial. Foram feitas reagdes com as temperaturas de 56, 59,2 e 62 °C e concentracdes de
DNAg de 5,25 e 75 ng.

Foi utilizado protocolo bésico de amplifica¢do (Tabela 3 e 4, disponibilizado
pelo proprio fabricante: LGC Biotecnologia) da Easy Taq DNA Polimerase
(Recombinante) Codigo N°: 13-10500, sendo modificado o volume de reagdo para 25 pL,

a temperatura de anelamento foi definida através da ferramenta IDT's OligoAnalyzer™.
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Tabela 3 — Protocolo basico de amplificagdo (composi¢ao)

Componentes ‘ Volume \ Concentracio final
Tampao 10x (livre de MgCl?) 2,5ul Ix
dNTP mix (10mM) 0,5 uL 0,2 mM
MgCI? (50mM) 0,75 uL 1,5 mM
Primer forward (10 uM) 1,25 uL 0,5 uM
Primer reverse (10 uM) 1,25 ulL 0,5 uM
DNAg (1) 1 uL 5-75 ng
Agua livre de RNase 17,5 uL
Easy-Taq polimerase (2) 0,25 uL

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

(1) A concentragdo do DNAg inicial dependera da concentragdo final desejada.
(2) Equivalente a 1,25 U.

Tabela 4 — Protocolo bésico de amplificagdo (programacao do termociclador)

\ 1 Temp \ 3 Temp — 35 Ciclos \ 2 Temp — 1 Ciclo
Temp (°C) 94 94  56-62 72 72 4
Time (min:seg) 5:00 0:30  0:30 1:00 10:00 Infinito

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

O termociclador foi programado com as temperaturas dispostas na Tabela 4.
A divisao da temperatura € feita pelo proprio software (Tabela 5). Devido a essa limitagao
ndo foi possivel garantir um intervalo padronizado para as amostras. As amostras foram

dispostas assim como ¢ exemplificado na Tabela 6.

Tabela 5 — Temperatura no range 56-62 °C, feito pelo software do termociclador

ROW |1 | 2 [ 3 [ 45| 6| 7| 8 [9[10]1 |12
°C 56 56,3 56,6 574 583 592 59,6 603 61 61,6 618 62

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Tabela 6 — Relacionando DNAg (em ng) e temperatura (em °C) e nomeando
as condigdes de 1 a 9 (condicdes abreviadas em C#, onde # = 1-9)

‘ Sng ’ 25ng ‘ 75ng
56 °C (ROW1) ClI C4 C7
59,2 °C (ROW6) C2 C5 C8
62 °C (ROW12) C3 C6 C9

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.



34

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracio de DNAg pelo método do CTAB e tratamento com RNase A

O DNA gendmico, ainda com RNA, obtido apos ter sido isolado apresentou
boa concentragdo (3137 ng/uL) e boa pureza (260/280 = 2,025, 260/230 = 2,146). Apos
o uso de RNase A para a remo¢ao de RNA indesejado, foi obtido concentragdo (620
ng/uL) e parametros de pureza (260/280 = 1,826, 260/230 = 1,503) esperados diante do
uso de RNase A e subsequente purificacdo necessaria. Os resultados podem ser
visualizados na Tabela 7. Foi possivel observar DNA gendmico integro antes e apos o uso
de RNase A (Figura 9). A queda no parametro 260/280 ¢ esperada, uma vez que o RNA
foi removido; entretanto, a queda no parametro 260/230 ¢ multifatorial, podendo ser
causada por residuos de tampdes, detergentes (CTAB e/ou SDS), etanol, isopropanol e

sais.

Tabela 7 — Quantificacdo e parametros de pureza de B. pentandra
obtidos por espectrofotometria, antes e apds o tratamento com
RNase A

B. pentandra \ Concentracao (ng/nL) ‘ 260/280 ‘ 260/230
Pré-RNase A 3137 2,025 2,146
Pos-RNase A 620 1,826 1,503

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Carmagos et al., 2024 conseguiu obter DNAg de B. holophylla na
concentragdo de 1565,8 ng/ uL; onde extrairam o DNA de plantas que cultivaram in vitro
por 60 dias, como também utilizaram microesferas de vidro no processo de extragdo com
CTAB 2%. Nao foi detalhado qual protocolo foi utilizado. Os pardmetros de qualidade
ndo foram disponibilizados no artigo.

Considerando que no presente trabalho, as folhas coletadas foram de arvores
maduras que estavam em ambiente com possiveis estresses, € esperado que o rendimento

e os parametros de qualidade sejam menos previsiveis.
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Figura 9 — Imagem capturada em transiluminador
UV. Eletroforese em gel de agarose: a) Antes do
uso de RNase A. b) Apos o uso de RNase A.

a) b)

—

]DNAg ]DNAg

RNA

Fonte: Elaborada pelo autor, 2025.

5.2 PCR convencional

Foi observado amplificado apenas na condi¢ao 1 (Figura 10) com temperatura
de 56 °C e concentracdo de DNAg de 5 ng. Considerado o marcador utilizado, o amplicon
deve ter entre 750-1000 pb. O que esta dentro do padrdo esperado, uma vez que a lectina
de Bauhinia forficata (bfl), GenBank: KX027277.1 possui 873 pb. Feito BLASTN com a
sequéncia de bfl; database core nt e organismo Leguminosae (taxid: 3803) foi obtido 4
(ndo contando com a prépria bfl, sendo entdo: KX907616.1, PP501329.1, EU596376.1 e
EF558621.1) alinhamentos com query cover de 100% onde seus tamanhos variam de 867
a 882. E os que fogem do padrao: B. purpurea (D12481.1) possui 1122 pb e B. ungulata
(DQ372702.1).

O produto de PCR obtido foi quantificado por espectrofotometria, com 498,5
ng/uL, e os parametros de qualidade foram 260/230 = 1,698, 260/280 = 2.53. A. E

necessario purificar e isolar o amplicon a partir do produto de PCR.
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Figura 10 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR convencional.
Amplificado na condic¢ao 1 (56 °C, 5 ng) entre 750 e 1000 pb, respectivamente, seta azul
e seta verde. Imagem capturada por fotodocumentador. Numeragdo em azul de acordo
com as condi¢des da PCR convencional.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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6 CONCLUSOES

Nesse trabalho foi inicialmente realizado o isolamento de DNA gendmico
livre de RNA a partir de folhas de Bauhinia pentandra., com parametros aceitaveis para
aplicagdes posteriores, constatando-se a validade do método de CTAB (adaptado a partir
de Doyle & Doyle, 1987) para B. pentandra.

Os parametros de qualidade obtidos do amplicon C1 (56 °C, 5 ng) de gene de
lectina de B. pentandra sé poderao ser analisados apos o uso de kits especializados na
purificagdo e no isolamento de DNA.

Em trabalhos futuros, novas modificagdes poderdo ser feitas ao protocolo,
com a finalidade de melhorar o parametro de pureza 260/230 e 260/280, caso aplicagdes
a jusante ndo ocorram como desejado.

Caso o sequenciamento seja possivel apos a purificagdo e o gene esteja
incompleto, podera ser feito RACE (Amplificagdo rapida de extremidades de cDNA) para
obter as regides codantes faltantes e os UTRs.

Uma vez com o gene da lectina sequenciado, pode ser feito caracterizagdo in
silico, com o uso de ferramentas de bioinformatica para analise de propriedades fisico-
quimicas e caracteriza¢do de aminoacidos, realizar alinhamento global entre sequéncias
homologas, fazer predicdes com modificagdes pos-traducionais, predizer os dominios
transmembranares, realizar caracterizacdo estrutural e procurar por peptideos sinais. Por

fim, predizer estruturas secundarias e/ou terciarias descritas em Camargos et al., 2024.
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