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1. INTRODUCAO

Lectinas sdo uma classe de proteinas de origem ndo imune com
dominios capazes de se ligar a diferentes carboidratos de forma reversivel,
especifica e ndo covalente. A maioria das lectinas estudadas sdo de origem
vegetal, como, por exemplo, as do género Bauhinia, utilizadas ha muitos anos
na medicina popular gracas as suas propriedades anti-inflamatérias e
antidiabéticas. Além dessas caracteristicas, as lectinas também auxiliam o
processo de cicatrizacdo e regeneracao tecidual e podem inibir o crescimento
de fungos, bactérias, virus e células tumorais (CAGLIARI et al., 2018; PINTO et
al., 2019).

A reconstituicdo tecidual ocorre através de dois processos, chamados de
regeneracao e cicatrizagdo (SCHREML et al., 2010). Durante a regeneragéo,
células mortas devido a agressdes sdo substituidas pelo parénquima do
mesmo 6rgdo, enquanto na cicatrizacdo as células lesadas sdo substituidas
por tecido fibroso. Para isso acontecer, € necessario que uma cascata de
eventos celulares, moleculares e bioquimicos ocorra simultaneamente
(ANDRADE et al., 2013).

No Brasil, o Ministério da Saude reporta uma prevaléncia de diabetes
mellitus em cerca de 6,6 a 9,4% da populacdo adulta (GOLLO et al., 2022).
Portadores dessa doenca metabdlica apresentam dificuldade na cicatrizacéo
de feridas, principalmente devido ao comprometimento da perfusdo sanguinea,
que diminui o fornecimento de oxigénio e nutrientes as feridas. As lesbes
crbnicas, além de causarem desconforto ao paciente, constituem um problema
de saude publica, ainda sem estudos aprofundados sobre seu impacto
econdémico (ANDRADE et al., 2013).

Nesse sentido, o papel das lectinas na inducdo da proliferacdo de
células epiteliais pode auxiliar no tratamento de feridas cronicas devido ao seu
potencial terapéutico. As proteinas deste estudo foram obtidas de farinha de
sementes de Bauhinia variegata. O objetivo do presente trabalho foi avaliar sua
atividade proliferativa em uma linhagem de fibroblastos humanos e em outra de
camundongos, visando sua utilizacdo futura como biofarmaco.
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2. METODOLOGIA

2.1. Obtencéao da lectina BvL

A lectina extraida das sementes de B. variegata (BvL) foi purificada por
cromatografia de afinidade em coluna de lactose-agarose (Sigma, St. Louis,
MO, EUA), seguindo o método descrito por Pinto et al. (2008). A concentracao
de proteina foi determinada pelo método BCA (kit PIERCETM BCA Protein
Assay, Thermo Scientific), usando albumina de soro bovino como padrdo. A
pureza da proteina foi confirmada por SDS-PAGE na concentracéao de 12%.

2.2 Ensaio de proliferagéo celular

A lectina purificada foi testada em células de fibroblasto de camundongo
(NIH/3T3) e células de fibroblasto humano (HFF-1). As células foram mantidas
em meio DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) a 37°C
em uma atmosfera umidificada com 5% de CO,. As linhagens foram tratadas
por 24, 48 e 72 horas com a lectina BvL nas concentragdes de 6, 12,5, 25, 50 e
100 pg.mL-'. Apés o tratamento, a viabilidade celular foi avaliada utilizando o
ensaio de MTT.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs as etapas de purificacdo, a BvL nativa foi obtida de forma
homogénea na massa molecular esperada (Figura 1). Apos liofilizagdo, sua
atividade bioldgica foi verificada no teste de aglutinacdo de sangue de coelho.
A determinacdo do rendimento de purificacdo foi realizada com ensaio de
quantificacdo de proteinas pelo método BCA. Cerca de 40 gramas de p6 de
sementes de B. variegata descascadas produziram aproximadamente 25 mg
de lectina liofilizada.
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Figura 1: Eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (12%). 1 - Marcador de
proteina de massa molecular Full Range Rainbow (G&E). 2 - BvL purificada a
partir de sementes de B. variegata por cromatografia de afinidade em coluna de
agarose-lactose.
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Durante o tratamento, a lectina induziu proliferacao celular nas linhagens
NIH/3T3 apo6s 24 horas, com significativo resultado (p<0,001) na concentracao
de 100 pg.mL™. Além disso, apés 24 e 72 horas de tratamento, as
concentracdes de 100 pug.mL™ apresentaram resultados significativos (p<0,01)
em relagdo ao controle (meio DMEM alto teor de glicose). A variavel tempo tem
0 mesmo efeito para todos os tratamentos (p<0,05) e afeta os resultados
obtidos (p<0,001).
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Figura 2: Ensaio de proliferagao celular. Viabilidade celular e indugéo de
proliferacdo de fibroblastos NIH/3T3 apds tratamento com diferentes
concentragdes de BvL foram monitoradas usando MTT. Os resultados s&o
expressos como intensidade de absorbancia a 492 nm, usando células
cultivadas em meio DMEM de alta glicose 10% FBS (ANOVA de duas vias,
***n<0,001).

Ja nas linhagens HFF-1, a proliferacdo celular foi observada apés 24
horas de cultivo com os tratamentos com 25, 50 e 100 pg.mL™, n&o diferindo
do controle na concentracdo de 6 ug.mL™. Nas concentracdes de 50 e 100
ug.mL™?, foi possivel observar uma proliferacdo celular significativa (p<0,001)
em relacdo ao controle e ao tratamento apds 48 horas. Apo6s 72 horas, €
possivel observar diferenca significativa nos tratamentos com 25, 50 e 100
ug.mL™ em relacéo ao controle, mas néo entre as concentragées (Figura 3).
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Figura 3: Ensaio de MTT em fibroblastos HFF-1 apds o tratamento com BVL.
Os resultados sao expressos em intensidade de absorbancia a 492 nm e
percentual de proliferacédo celular, empregando células cultivadas em meio
DMEM alta glicose 10% SFB como controles (two way ANOVA, **p<0,01).
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4. CONCLUSAO

Os resultados encontrados no estudo demonstram que na linhagem
celular NIH/3T3, o tratamento induziu proliferacdo celular, mas com diferenca
efetiva na concentragdo de 100 pg.mL™ (p<0,001). A proliferacdo celular
induzida em concentragcdes mais elevadas esta de acordo com testes
anteriores realizados in vivo pelo nosso grupo (Reis et al., 2015). Sendo assim,
a lectina de B. variegata (BvL) é uma biomolécula terapéutica que apresenta
um potencial voltado para a proliferacdo de células envolvidas na cicatrizacao
de feridas cutaneas, e sua producdo em sistemas heterdlogos seré realizada
no futuro.
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