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RESUMO

As lectinas sdo proteinas que tém a capacidade de se ligar especificamente a carboidratos ou
gliconjugados. Bauhinia monandra € um arbusto tropical de elevado valor econémico, e tem
sido amplamente utilizada como espécie ornamental e principalmente medicinal. O objetivo do
estudo foi realizar preparacoes de lectina (BmoLL) e de extrato de B. monandra para aplicac6es
bioldgicas. A lectina de folhas de B. monandra (BmoLL) especifica para galactose, foi
purificada mediante fracionamento com sulfato de amonio e cromatografia de afinidade em gel
de guar e em gel da goma de sementes de Leucaena leucocephala. Para a avaliacdo da BmoLL
foi desenvolvido um anticorpo policlonal (IgG anti-BmoLL) em coelho. O teste de
imunodifusdo dupla foi realizado para reconhecimento da BmoLL e de lectinas homdlogas dos
extratos de outros tecidos de B. monandra através de precipitagdo com o 1gG anti-BmoLL.
Utilizou-se o 1gG anti-BmoLL na superficie do eletrodo de ouro para caracterizagdo
eletroquimica e piezoelétrica da interacdo anticorpo-BmoLL. Um imunossensor eletroquimico
preparado com IgG anti-BmoLL na superficie do eletrodo de ouro estimou a ligacdo BmoLL e
seu potencial eletroquimico. Também foi desenvolvido um imunossensor piezoelétrico com
base em uma micro balanca de cristal de quartzo (QCM) com uma superficie de ouro onde o
IgG anti-BmoLL foi utilizado na caracterizacdo do reconhecimento da BmoLL. Para as
aplicacdes bioldgicas, a BmoLL foi avaliada em células de macrofagos J774A.1 e de sarcoma-
180 (S-180) e o extrato de folhas de B. monandra foram utilizados para avaliacéo citotoxica em
embrides e caramujos adultos (Biomphalaria glabrata) e ecotoxicidade de Artemia salina
(bioindicandor). A manufatura de uma matriz com ligacdo cruzada da goma de sementes da L.
leucocephala mostrou-se eficiente na purificacdo da BmoLL. A producéo da matriz foi simples,
eficiente e de baixo custo para purificacdo quando comparada com as gomas comerciais. O
sistema eletroguimico apresentou sensibilidade para avaliar interacGes anti-BmoLL IgG com
diferentes concentracfes de BmoLL. O imunossensor piezoelétrico com analise de injecdo de
fluxo (FIA) evidenciou uma diminuicdo de frequéncia (15 kHz) apds a interacdo de BmoLL
(454 pg/mL) com IgG anti-BmoLL (0,11mg/mL) indicando especificidade de anticorpo ao
antigeno. O potencial eletroquimico e piezoelétrico da interacdo anticorpo-BmoLL evidenciou
que o IgG anti-BmoLL nao provocou nenhuma alteracdo na ligacéo de galactose pela BmoLL,
indicando que ela purificada ndo tem afinidade pelos sitios de ligagdo de carboidrato de
BmoLL. A BmoLL purificada apresentou citotoxicidade em uma relagdo dose dependente,
principalmente no tempo de 24h, tanto nas células de macréfagos J774A.1 quanto nas células

de sarcoma-180 (S-180). O extrato de folhas de B. monandra apresentou toxicidade sobre 0s



embribes de B. glabrata com 100% de inviabilidade dos embrides na concentragdo de 200
pg/mL. Para os caramujos adultos na concentragdo de 4000 pg/mL obteve-se 90% de
inviabilidade. Na avaliagdo da ecotoxicidade do extrato de B. monandra em A. salina foram
demonstrados elevados niveis de letalidade, inclusive, na menor concentracdo avaliada.
Portanto, o extrato de B. monandra pode ser considerado uma alternativa eficiente e promissora

para o controle de vetor no meio ambiente.

Palavras-chave: Proteinas; IgG Anti-BmoLL; Potencial eletroquimico; Citotoxicidade;
Ecotoxicicade.



ABSTRACT

Lectins are proteins that have the ability to specifically bind to carbohydrates or gliconjugates.
Bauhinia monandra is a tropical shrub of high economic value, and has been widely used as an
ornamental and mainly medicinal species. The aim of the study was to carry out lectin (BmoLL)
and B. monandra extract preparations for biological applications. The galactose-specific B.
monandra leaf lectin (BmoLL) was purified by ammonium sulfate fractionation and affinity
chromatography on guar gel and on Leucaena leucocephala seed gum gel. For the evaluation
of BmoLL, a polyclonal antibody (anti-BmoLL 1gG) was developed in rabbits. The double
immunodiffusion test was performed to recognize BmoLL and homologous lectins from
extracts from other tissues of B. monandra through precipitation with anti-BmoLL 1gG. Anti-
BmoLL IgG was used on the surface of the gold electrode for electrochemical and piezoelectric
characterization of the antibody-BmoLL interaction. An electrochemical immunosensor
prepared with anti-BmoLL 1gG on the gold electrode surface estimated BmoLL binding and its
electrochemical potential. A piezoelectric immunosensor was also developed based on a quartz
crystal microbalance (QCM) with a gold surface where anti-BmoLL IgG was used in the
characterization of BmoLL recognition. For biological applications, BmoLL was evaluated in
macrophage J774A.1 and sarcoma-180 (S-180) cells and B. monandra leaf extract was used for
cytotoxic evaluation in embryos and adult snails (Biomphalaria glabrata) and ecotoxicity of
Artemia salina (bioindicator). The manufacture of a matrix with cross-linked gum from seeds
of L. leucocephala proved to be efficient in the purification of BmoLL. The matrix production
was simple, efficient and low cost for purification when compared to commercial gums. The
electrochemical system showed sensitivity to evaluate anti-BmoLL IgG interactions with
different concentrations of BmoLL. The piezoelectric immunosensor with flow injection
analysis (FIA) showed a decrease in frequency (15 kHz) after the interaction of BmoLL (454
ug/mL) with anti-BmoLL 1gG (0.11mg/mL) indicating antibody specificity to the antigen. The
electrochemical and piezoelectric potential of the antibody-BmoLL interaction showed that
anti-BmoLL IgG did not cause any change in galactose binding by BmoLL, indicating that
purified BmoLL has no affinity for BmoLL carbohydrate binding sites. Purified BmoLL
showed cytotoxicity in a dose-dependent relationship, mainly in the 24h time, both in J774A.1
macrophage cells and in sarcoma-180 (S-180) cells. The extract of leaves of B. monandra
showed toxicity on the embryos of B. glabrata with 100% of inviability of the embryos in the

concentration of 200 pg/mL. For adult snails at a concentration of 4000 pg/mL, 90% of -



inviability was obtained. In the evaluation of the ecotoxicity of the extract of B. monandra in
A. salina, high levels of lethality were demonstrated, even at the lowest concentration evaluated.
Therefore, the extract of B. monandra can be considered an efficient and promising alternative

for vector control in the environment.

Keywords: Proteins; Anti-BmoLL 1gG; Electrochemical potential; Cytotoxicity; Ecotoxicity.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas desde a pré-histéria devido a suas propriedades medicinais e
nas ultimas décadas tém despertado cada vez mais o interesse da comunidade cientifica em
desenvolver estudos acerca dos derivados das espécies vegetais (CAGLIARI et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2020). Dentre os vérios tipos de plantas, o género Bauhinia pertencente a
subfamilia das Caesalpinioideae, tem se destacado devido as potenciais atividades bioativas.
Esse género compreende cerca de 300 espécies, dentre essas Bauhinia monandra Kurz,
conhecida popularmente na regido norte e nordeste como “Pata-de-Vaca” ou “Unha-de-Vaca”,
a qual é considerada uma espécie vegetal de grande valor econémico (BORGES;
MENDONCA, 2009). E uma arvore perene que apresenta uma copa arredondada e cresce entre
3 e 15 mde altura. Apresenta flores roseas ou brancas constituidas de apenas um estame, sendo
essa a caracteristica que nomeou a especie (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002). evidencia
varias indicacdes populares, sobretudo como adstringente, cicatrizante, atividade anti-
inflamatdria, hipoglicemiante, efeito diurético, antioxidante e inseticida (SILVA; CECHINEL
FILHO, 2002; ALBUQUERQUE, 2014).

Dentre os constituintes das folhas de B. monandra, tem-se a lectina BmoLL (B.
monandra Leaf Lectin), um tipo de proteina que apresenta caracteristica de se ligar de forma
especifica e ndo covalente a residuos de carboidratos (COELHO; SILVA, 2000) e séo
conhecidas geralmente como aglutinina, pela habilidade de aglutinar eritrocitos (SHARON;
LIS, 2004; BADR et al., 2014).

As lectinas junto com imunoglobulinas antiglicanos sdo eficientes para revelar as
estruturas de glicanos, devido a sua elevada especificidade aos respectivos carboidratos
constituintes (CUMMINGS; ETZLER, 2009). Um anticorpo de coelho foi produzido em
resposta a lectina de Wistaria ftoribunda (WFM) e usado para determinar fragmentos de
carboidrato em ensaios de ligacdo fluorimétricas em outras lectinas (KALADAS et al., 1983).
Alguns trabalhos foram publicados centralizando a producdo e caracterizacdo de anticorpos
policlonais contra lectinas de plantas. ASHFORD et al. (1982) produziram antissoro de coelho
contra a lectina de batata (Solanum tuberosum).

A caracterizacdo de macromoléculas lectinas envolve varios passos analiticos, reagentes

de alto grau de pureza e aparelhamentos sofisticados (CHEN et al., 2019); os métodos utilizados
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sd8o muitas vezes dispendiosos. Os biossensores eletroquimicos tem se destacado por serem
econdmicos, uma vez que utilizam quantidades minimas de amostras, podem reduzir o uso de
reagentes e simplificar procedimentos, sdo sistemas analiticos que produzem respostas rapidas
e detectam as amostras com elevada sensibilidade (LI et al., 2011; SILVA et al., 2016;
TAKALOO et al., 2021). S&o instrumentos analiticos que integram materiais biolégicos ativos
adsorvidos em uma superficie de transducdo, quantificando ou qualificando as amostras,
indicando transformacdes quimicas ou bioquimicas na superficie do sensor (BETTAZI et al.,
2017). Biossensores para lectinas sdo capazes de detectar carboidratos simples,
glicoconjugados, células e microrganismos (ABREU et al., 2017) portanto, ja foram utilizados
na diferenciacdo de alteracGes nos padrdes de glicosilacdo exibidos por células tumorais
(SILVA et al.,, 2016), no diagnéstico da dengue (ANDRADE et al.,, 2011) e selecdo de
patdgenos de importancia médica (OLIVEIRA, 2011; SA et al., 2020).

Lectinas podem ser purificadas através da utilizacdo de polissacarideos, como a
galactomanana presente em diversas espécies vegetais inclusive nas sementes de Leucaena
leucocephala a qual é considerada economicamente viavel e promissora para a manufatura de
matriz cromatografica de afinidade, devido ao custo reduzido, facil manipulacéo e consideravel
eficiéncia na purificacdo de lectinas que se ligam a galactose (SESHAGIRIRAO et al., 2005).
As purificacdes de novas lectinas e descobertas de suas fungdes bioldgicas aumentam o
interesse de estratégias de purificacdes com cromatografia de afinidade como padrdo de
purificacdo simples e de facil processo operacional (SCOPES, 1994).

A lectina BmoLL ja foi utilizada para diferentes caracterizacdes estruturais e biologicas,
tais como a afinidade de forma seletiva os diferentes sorotipos de dengue, atribuindo-se aos
diferentes padrdes de glicoproteinas nos soros produzidos pela resposta imune a partir de
pacientes infectados pelo virus da dengue (ANDRADE et al.,, 2011), apresentando acao
inseticida contra larvas de Zabrotes subfasciatus e Anagasta kuehniella (MACEDO et al., 2007)
e possivel efeito antioxidante ndo apresentando genotoxicidade nem citotoxicidade em células
e bactérias (SISENANDO et al., 2009). Apresentou atividades biocidas promissoras no controle
populacional de pragas ou microrganismos indesejaveis, contudo, ainda ndo ha estudos que
reportem a toxicidade de preparac@es de folhas contendo a BmoLL no controle populacional
de caramujos da Biomphalaria glabrata o qual é hospedeiro intermediario de Schistosoma

mansoni, agente etioldgico da esquistossomose. Dessa forma, o objetivo do estudo foi realizar
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a purificacdo da lectina das folhas de B. monandra (BmoLL) em suportes cromatograficos por
afinidade, caracterizar através das interacdes eletroquimicas entre a BmoLL, soro e IgG anti-
BmoLL, avaliar o perfil de citotoxicidade dessa proteina em células normais, cancerigenas,
avaliar o extrato salino das folhas da B. monandra em embrifes e caramujos Biomphalaria

glabrata e ecotoxicidade em Artemia salina.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de plantas como fins medicinais ara tratamento, cura e prevencaode doencasée
uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade (VEIGA JUNIOR, PINTO;
MACIEL, 2005). Desde cedo as primeiras civilizacbes perceberam que algumas plantas
continham, em suas esséncias, principios ativos os quais ao serem experimentados no combate
as doencas revelaram empiricamente seu poder curativo (BADKE et al., 2011). Os primeiros
registros datam do periodo de 2838- 2698 a.C. quando o imperador chinés Shen Nung catalogou
365 ervas medicinais e venenos que eram usados sob inspiracao taoista de Pan Ku, considerado
deus da criacdo (VALE, 2002).

O emprego de plantas medicinais para a manutencdo e a recuperacdo da salde tem
ocorrido ao longo dos tempos desde as formas mais simples de tratamento local até as formas
mais sofisticadas de fabricacdo industrial de medicamentos (HAMILTON, 2004; LORENZI;
MATQOS;2008).

A percepc¢édo sobre o poder curativo de algumas plantas € uma das formas de relacao
entre populacdes humanas e plantas, e as praticas relacionadas ao uso tradicional de plantas
medicinais sdo 0 que muitas comunidades tém como alternativa para a manutencéo da saude ou
o0 tratamento de doencas. (AMOROZO, 2002). No inicio da década de 1990, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65-80% da populacao dos paises em desenvolvimento
dependiam das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude
(OMS,1990).

No entanto, sua continuidade pode ser ameacada pela interferéncia de fatores como:
maior exposicdo das comunidades a sociedade urbano-industrial e, consequentemente, as
pressdes econdmicas e culturais externas; maior facilidade deacesso aos servigos da medicina
moderna devidos aos avangos ocorridos no meio técnico-cientifico, sobretudo no ambito das
ciéncias da saude com o uso de medicamentos industrializados, gradativamente introduzidos
no cotidiano das pessoas modernas, atraves de campanhas publicitarias que prometem curar as
mais diversas doencas (AMOROZO, 2002).
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A toxicidade dos medicamentos preparados com plantas pode parecer trivial quando
comparada com os tratamentos convencionais, entretanto, um problema sério de saude publica.
Plantas medicinais podem desencadear reacfes adversas pelos seus proprios constituintes,
devido a interagdes com outros medicamentos ou alimentos, ou ainda relacionados a
caracteristicas do paciente (idade, sexo, condi¢@es fisiologicas, caracteristicas genéticas, entre
outros). Erros de diagndstico, identificacdo incorreta de espécies de plantas e uso diferente da
forma tradicional podem ser perigosos, levando a superdose, inefetividade terapéutica e reagdes
adversas (WHO, 2002). Além disso, 0 uso desses produtos pode comprometer a eficacia de
tratamentos convencionais, por reduzir ou potencializar seu efeito (CAPASSO et al., 2021).

Por outro lado, a introducdo da medicina moderna traz outra opcao para as praticas de
salde em locais ja estabelecidos e pode ndo eliminar o uso da medicina popular. Ao invés disso,
em muitas instancias, procedimentos da medicina moderna e da medicina popular séo
complementares (AMOROZO, 2004).

A atencédo dirigida pelas autoridades e administracdes de salde para o uso de plantas
medicinais aumentou consideravelmente nos ultimos anos, por diferentes razdes e em diferentes
setores. Incentivos em investimentos pablicos em plantas medicinais tem sido feito pela OMS
desde 1978, observando-se crescente aceitacdo da fitoterapia por profissionais de salde da
atencdo basica, assim como a observacaodo aumento de seu uso pela populacdo (OMS, 1978).

Atualmente, muitos fatores tém contribuido para o aumento da utilizacdo das plantas
como recurso medicinal, entre eles, o alto custo dos medicamentos industrializados, o
dificil acesso da populacéo a assisténcia médica, bem como a tendéncia ao uso de produtos de
origem natural. Acredita-se, que o cuidado realizadopor meio das plantas medicinais seja
favoravel a saide humana, desde que o usuario tenha conhecimento prévio de sua finalidade,
riscos e beneficios. O profissional de salde, deve considerar tal recurso de origem popular na
sua pratica de cuidar, viabilizando um cuidado singular, centrado nas crencas, valores e estilo
de vida das pessoas cuidadas (ISERHARD et al., 2009). No Brasil, foi publicada a Politica
Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Satde (SUS), que
visa ampliar as opc¢des terapéuticas oferecidas aos usuarios do SUS, com garantia de acesso as
pantas medicinais, fitoterapicos e outros servicos relacionados, com seguranca, eficacia e
qualidade (Brasil; 2006a).
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2.1.1 Bauhinia monandra

2.1.2 Caracteristicas gerais

A familia das Fabaceas € uma das mais importantes no reino vegetal, com abundante
ndmero de géneros e espécies distribuidos nas suas trés subfamilias, Mimosoideae,
Papilionoideae e Caesalpinioideae (ENGLER, 1964). Nesta Gltima esta presente o género
Bauhinia, constituido aproximadamente 300 espécies, sendo no Brasil, ocorrem cerca de 20%
destas (HAVER, 2002), onde sdo utilizadas na medicina tradicional, vendidas em feiras livres
ou encontradas na composicdo de diversos fitoterapicos (MELO et al., 2011).

Estas espécies apresentam diversas indicacbes populares, principalmente como
adstringente, cicatrizante, anti-inflamatéria (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002) tonico,
expectorante,  hipocolesterolemiante,  hipoglicemiante = (ALBUQUERQUE, 2006;
ALBUQUERQUE et al., 2007) efeito diurético, anti-hipertensiva, anti-inflamatorio,
antioxidante, inseticida e tendo as flores acdo laxativa suave (MACEDO et al., 2007).

A espécie Bauhinia monandra Kurz, possui grande valor econdmico, é conhecida
vulgarmente como “Pata-de-Vaca” e por "Unha-de Vaca” (BORGES; MENDONCA, 2009),
utilizada com fins ornamental, forrageiro e principalmente medicinal (MARTINS et al., 1995).
E um arbusto ou uma arvore perene com uma copa arredondada e que chega a crescer entre 3 e
15 metros de altura. Apresentam flores rdseas ou brancas que possuem apenas um estame, sendo
essa a caracteristica que nomeou a espécie (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002) (Figura 1).
Muitas vezes é cultivada por suas flores serem elegantes e folhagens ornamentais. E
popularmente plantada em jardins de rua nas regides tropicais da Australia, América, Asia e na
india ocidental (KEAY, 1989). Crescem em solos secos e pouco ricos em nutrientes e seu fruto
é tipicamente um legume, chamado de vagem (ALVES; BRETT, 2002). No Estado de
Pernambuco, podem ser encontradas espécies nativas como B. chelantha Stend, B. forficata
Link, B. heterandra Benth, B. membranacea Benth, B. monandra Kurz (ALVES et al., 2000).

As sementes de B. monandra sdo fontes ricas de vitamina A e contém uma quantidade
elevada de acido linoleico e baixa quantidade de &cido miristico (KEAY, 1989). Segundo
pesquisas, a B. monandra tem potencial antidiabético contra diabetes induzida

experimentalmente em ratos (MCCUNE; JOHNS, 2002) e este potencial antidiabético tem sido
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ligado a presenca de componentes antioxidante (ANOSIKE; BIDOA; EZEANYIKA, 2012).
Estudos demonstraram o potencial antioxidante do extrato de folhas de B. monandra por meio
de suas acOes inibitorias in vitro sobre radicais livres de DPPH, radicais de peroxido de
hidrogénio e radicais livres de ions ferrosos (NWORIE; OKORIE,2018).

Argolo et al. (2004), demonstram que 0s extratos cloroformicos e acetato de etila das
folhas de B. monandra Kurz contém compostos com significantes efeitos antioxidantes
(flavonoides e esteroides). Ja 0 extrato etanoico apresentou atividade hipoglicemiante em ratos
com diabetes tipo 2 induzida e acredita-se que essa atividade esteja relacionada com a forte
acdo antioxidante demonstrada nos experimentos. Fernandes et al. (2012) detectaram a presenca

de rutina no extrato hidroetandlico das folhas de B. monandra.

Figura 1 — A arvore Bauhinia monandra e diferentes partes da planta.

Aspectos da B. monandra: A, arvore; B, caule; C, folhas; D, flores; E, frutos; F, sementes.

2.2 LECTINAS

2.2.1 Aspectos gerais das Lectinas

As lectinas estdo dentro de um sistema que classificam todas as proteinas e peptideos

que se ligam de maneira especifica e reversivel a carboidratos e ndo possui origem de sistema
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imunolégico conhecido (COELHO et al.,, 2017). Elas tém sido usadas como uma nova
ferramenta para decifrar e mapear a diversidade das estruturas dos glicanos, assim como 0s
aminoécidos e nucleotideos pertencente aos cddigos bioldgicos (LUDWIG et al., 2019). As
lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza e sdo encontradas nas bactérias, fungos, algas,
plantas, animais invertebrados e vertebrados, no entanto, sé nas plantas encontramos em maior
disponibilidade de quantidade e diversidade (COELHO et al., 2017; GAUTAM et al., 2019);
a sua atividade pode ser revelada pelos ensaios de hemaglutinagdo (AH) (Figura 2A), e (Figura
3A) que consiste em ligacGes especificas entre as lectinas e os carboidratos presente no
glicocalix das membranas plasmaticas dos eritrocitos formando uma rede de conexdo que pode
ser inibida na presenca de um ou mais carboidratos ou glicoproteinas especificas, Figura 2B e
Figura 3B.

Figura 2 — Aglutinacdo de eritrocitos glutarizados por lectinas (A) e inibicdo da

atividade por carboidratos (B), Imagens (100 x).

Fonte: Ferreira, 2021.

Figura 3 — Atividade hemaglutinante utilizando eritrocitos humanos ou de outros
animais, empregado para deteccdo da presenca de lectinas em determinada amostra (A). Ensaio
de inibicdo da atividade hemaglutinante realizado em presenca de carboidratos livres com o
objetivo de confirmar a presenca de lectinas em amostras contendo atividade hemaglutinante,

ou de determinar a especificidade das lectinas detectadas (B).

Eritrécitos evidenciendo carboidratos @ Lectina com seus dois sitios de . Carboidrzto livre
da superficie da membrana ligagao & carboidratos
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Eritrécitos evidenciendo carboidratos @ Lectina com seus dois sitios de i
da superficie da membrana ligagao a carboidratos . Gerhoxirelo Bee

A determinacdo da atividade hemaglutinante das lectinas em solucdo salina, pode ser
através de um extrato bruto, fracdo e em lectinas puras, onde se observa a capacidade das
lectinas em aglutinar eritrécitos, os quais podem ser tratados enzimaticamente por tripsina,
como também quimicamente por glutaraldeido ou formaldeido (MO et al., 2000). Os ensaios
de hemaglutinacdo possibilitam a avaliacdo da estabilidade da lectina a valores de pH,
temperatura e presencga ou auséncia de cofatores e guia as condi¢des a serem usadas na aplicagdo
biotecnoldgica da Lectina (PAIVA et al., 2011) (Figura 4).

Figura 4 — Visualizacdo do ensaio para deteccdo da presenca de lectinas utilizando
eritrécitos de coelho mostrando a auséncia de atividade hemaglutinante e a formacao da malha

de hemaglutinacéo.

I Hemaglutinagao
m N&o Hemaglutinagéo

Fonte: Ferreira, 2020

As interacOGes Lectinas/carboidrato acontecem em um local especifico, no qual as
ligacGes envolvidas sdo do tipo pontes de hidrogénio (GAJDOS et al., 2021) van der Walls e
interacdes hidrofobicas, essas ligacGes ndo envolvem reacOes cataliticas, sdo reversiveis e
possuem elevada especificidade (COELHO et al., 2017).

As lectinas podem ser agrupadas de acordo com 0 organismo ou microrganismo de
origem como por exemplo: lectinas de algas, de plantas, animais e bactérias. Lectinas de plantas

possuem como caracteristica a presenca de ao menos, um local de ligag&o ao carboidrato, que
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ndo possui funcéo catalitica e que se liga reversivelmente a carboidratos simples e dissacarideos
(DAMME et al., 1998; VAN DAMME, 2007; MISHRA et al., 2019; NIVETHA et al., 2021).

2.2.2 Classificago estrutural das lectinas

As lectinas formam uma classe heterogénea de proteinas. Quanto a sua classificagéo,
podem ser agrupadas de acordo com a organizacdo estrutural sendo subdivididas em:
merolectinas, hololectinas, quimerolectinas, superlectinas e multilectinas. As merolectinas séo
lectinas que apresentam apenas um dominio de ligacdo a carboidrato, quer dizer, sdo
monovalentes e por isso ndo tem a capacidade de precipitar glicoconjugados ou aglutinar
células. As hololectinas sdo proteinas que possuem dois ou mais dominios que interagem com
carboidratos iguais ou similares estruturalmente, e como sdo divalentes ou multivalentes pode
precipitar glicoconjugados e aglutinar células. As quimerolectinas séo lectinas com um dominio
ligante a carboidrato e mais um dominio catalitico ou atividade biologica distinta atuando
independente do dominio de ligacdo a carboidrato. As superlectinas sdo consideradas uma
classe de hololectinas que tem, no minimo, dois dominios ligantes a carboidratos. Contudo,
estes dominios, diferentes das hololectinas, ndo sdo iguais e nem similares o que confere a
capacidade de reconhecerem carboidratos com estruturas diferentes. E as multilectinas séo
proteinas que apresentam dois dominios de ligacdo a carboidratos idénticos, porém, podem
formar ligacdes com carboidratos distintos (BUNN-MORENO et al., 1981; VAN DAMME et
al., 1998; LACERDA, 2015; VIEIRA et al., 2016; MISHRA et al., 2019).

Figura 5 — Esquema representativo da classificacdo estrutural das lectinas. Representacdo

esquematica de merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e multilectina.

Merolectinas Hololectinas Quimerolectinas Superlectinas
Aveina BmolL Ricina TxLC-1

@ @  =Dominios de Ligagdes a Carboidratos

Q . -
K Dominio Catalitico
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Fonte: Adaptada de referéncia (VAN DAMME et al., 1998)

2.2.3 Aplicacdes bioldgicas das lectinas

As lectinas sdo instrumentos eficazes e amplamente usadas em aplicagdes bioldgicas e
biomédicas (COELHO et al., 2017), tém a capacidade de interagir de modo especifico e
reversivel a glicoconjugados, carboidratos, tanto livres quanto aderidos a superficie de
celulares, permitindo que essas proteinas reconhecam padrdes anormais de carboidratos
exibidos por células cancerigenas (SILVA et al., 2016), no qual elas podem ser utilizadas no
diagnostico e em terapia (GAUTAM et al., 2019). Desse modo as lectinas sdo moléculas que
tém exibido diversas aplicacdes (VINCENT et al., 2014; CAVADA et al., 2021), na revelagédo
e selecdo de microrganismos causadores de infeccbes (CESEWSKI et al., 2020), atuando e
auxiliando no combate de virus patogénicos (EI-MARADNY et al., 2021; RATHNASAMY et
al., 2021); ainda podem ter atividade antibacteriana (CORIOLANO et al., 2019), podem
auxiliar na reconstrucdo de tecidos 0sseos (OLIVEIRA et al., 2018), e atividade inseticida
(PAIVA et al., 2014; CHEN et al., 2021) e como marcadores histoquimicos (TOMIYASU et
al., 2018); lectinas tém sido utilizadas em cromatografias de afinidade para 0 monitoramento
em processo da concentracdo de proteinas glicosiladas (STANTIC et al., 2021), ainda podem
atuar na inducdo da multiplicacéo celular, na ativacao do sistema imune (CLEMENT et al 2010;
RATHNASAMY et al 2021; BUTLE et al., 2021), e também podem ser aplicadas como
biossensores (SA et al., 2020).

2.2.4 Molécula de anticorpo

As imunoglobulinas, anticorpos, tém um papel importante no reconhecimento de
diversos agentes infecciosos, fazem parte do sistema de defesa dos organismos contra
moléculas estranhas com capacidade de reconhecer e neutraliza-las (XIAOJIE et al, 2021). Tém

sua origem no sistema imunolégico modulado pela ativagdo de células de defesa (linfocitos B),
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possuem a capacidade de ligar-se de carater reversivel e com ampla afinidade a epitopos da
molécula alvo (LIPMAN et al., 2005), em mamiferos podem ser classificados em cinco classes
de anticorpos: IgM, IgG, IgA, IgD e IgE (HANLY et al 1996). As Igs sdo glicoproteinas
composta de quatro cadeias polipeptidicas, com unidades estruturais basicas formadas por duas
cadeias leves (L) idénticas e duas cadeias pesadas (H) também idénticas, unidas entre si por
pontes dissulfeto (BENJAMINI et al., 1996). Analise da cadeia polipeptidica demonstra que ela
possui uma regido altamente varidvel, ou regido-V, é responsavel pelo reconhecimento do
antigeno, e uma regido constante, ou regido- C, responsavel por uma série de fungdes efetoras,
como fixacdo do complemento e ligacdo a outros receptores celulares do sistema imunolégico,
Fig. 6. Os anticorpos podem ser do tipo monoclonais, clones de um linfocito B especifico ou
policlonais quando originados por clones de diversos linfocitos B (LEENAARS et al., 2005).

Figura 6 — Molécula de imunoglobulina (1g).

N Regides de ligagdo ao )~
N antigeno /
\

Fonte: Bittencourt, 2008

A molécula é simétrica possuindo dois sitios idénticos de ligacdo ao antigeno (Fab) e um sitio
(Fc) que se liga aos receptores em células efetoras, ou proteinas do complemento. L e H

referem-se as cadeias leves e pesadas, respectivamente.

2.2.5 Desenvolvimento de anticorpos policlonais contra lectinas de plantas

A producdo de anticorpos policlonais é realizada em condicdes laboratoriais através da
hiperimunizacdo de animais com a utilizacdo de adjuvantes. Para esse processo, Sa0 necessarios
protocolos que quando aplicaveis possam resultar em um titulo de anticorpos altos e com

elevada especificidade. E importante destacar que, essas biomoléculas s3o muito utilizadas em



29

varios ambitos tais como, imunizacdo contra doengas causadas por virus, controle de qualidade
na industria de alimentos e testes diagndsticos. As lectinas por sua vez, podem produzir
anticorpos eficientes no reconhecimento de estruturas homologas de outras lectinas,
apresentando potencial promissor na fabricacdo de biossensores eletroquimicos de
caracterizacdo dos dominios de ligacdo a carboidratos (ASHFORD et al., 1982; LEENAARS
etal., 2005; STOCK et al., 2015; DELAHAUT et al., 2017; STEIN et al., 2017; KHURTSIDZE
etal., 2017; SOUZA et al., 2019).

2.2.6 Métodos eletroquimicos

A eletrogquimica caracteriza-se por ser uma das areas da fisico-quimica responsavel pelo
estudo das interacdes que existem entre as reacdes quimicas e os elétrons podendo ser avaliada
as cargas e 0s potenciais elétricos, além de sua relacdo com aspectos biolégicos, quimicos e
fisicos do analito. A técnica eletroquimica é considerada uma eficaz ferramenta de
monitoramento tanto industrial quanto ambiental, além disso, também fazem parte de
aplicacdes biomédicas (ZHU et al., 2019; OMANA-SANZ et al., 2020; SHU et al., 2020;
TANG et al., 2020). De forma relativa é uma técnica pratica que possui instrumentacgéo variada
por isso, cada vez mais, tem sido evidenciado o aumento do nimero de plataformas para
desenvolvimento de monocamadas, transdutores, conexdes e microelétrodos com elementos
biologicos. As reacdes acontecem em célula eletroquimica no sistema que avalia as interacdes

da interface entre o eletrodo e a solucdo (GIL et al., 2019).

2.2.7 Célula Eletroquimica

A célula eletroguimica pode ser construida por dois eletrodos: um de trabalho e o outro
de referéncia acoplados a um transdutor eletrénico (Figura 7). O potencial elétrico gerado por
reacdes de oxidacdo, pode ser quantificado (PIMENTEL, 2009). As células eletroquimicas séo
dispositivas classificadas de acordo com espontaneidade do processo de transferéncia de
elétrons em questdo. Quando a reacdo quimica produz a energia elétrica (processo espontaneo),
a célula eletroquimica € denominada de célula galvanica e quando a reacdo quimica requer uma

fonte externa de energia elétrica (processo ndo espontaneo) a célula eletroquimica classifica-se
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como eletrolitica (KIM et al., 2019; DASSAA et al., 2020). Esses dispositivos podem ser
utilizados em estudos de compostos de ampla abrangéncia como, liquidos organicos, compostos
orgénicos e macromoléculas biolégicas (SUN et al., 2019; TANG et al., 2020; ZHOU et al.,
2021).

Figura 7 — Esquema representando a célula eletroquimica, eletrodo de trabalho,
eletrodo de referéncia e solucdo eletrolitica.
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Fonte: Adaptado de Gil et al., 2019

A conducdo ibnica e a conducdo elétrica formam a superficie do eletrodo, e cada
componente de um par redox forma uma semi-célula, o eletrodo utilizado como referéncia ou
padrdo é o hidrogénio. Esse eletrodo é formado pelo gas hidrogénio a 1 atm em solucdo com
pH igual a 0. Com base no eletrodo de referéncia, a transferéncia de elétrons pode ser realizada
em semi-células de forma individual, pois, o eletrodo possui um potencial constante e estavel,
independente das caracteristicas da solucdo (JARDIM, 2014; WANG, 2019).

No entanto, o eletrodo de hidrogénio, foi substituido nas reacfes quimicas por outros
eletrodos de referéncias, por ndo ser considerada uma meia-célula padrdo préatica. Dentre 0s

eletrodos de referéncias mais utilizados estdo o de calomelano saturado (Hg/HgCl,) e o de
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prata/cloreto de prata (Ag/AgCl), estes eletrodos sdo ajustados conforme o padrdo hidrogénio
(JARDIM, 2014).

O eletrodo de trabalho, o qual corresponde a outra metade da semi-célula, realiza a
interacdo com o analito e mensura as respostas das substancias ou componentes quimicos
analisados. Geralmente, consiste em uma tira metalica de platina a qual € fundida em um bastéo
de vidro, o ouro também é um tipo de metal que pode ser utilizado. Esses metais interagem
diretamente com a solucdo e junto com a meia-célula formam o sistema redox. A transferéncia
de elétrons na reacdo de 6xido-reducdo de uma proteina imobilizada ou adsorvida ocorre em
funcdo de algumas variaveis como, estrutura conformacional da biomolécula e propriedades
fisico-quimicas da regido de interfaces (PIMENTEL, 2009; JARDIM, 2014; WANG, 2019).

2.2.8 Potenciometria

A técnica de potenciometria baseia-se na utilizagcdo de eletrodos para a medicdo de
potenciais elétricos que geram informacgdes quimicas. Utiliza-se o potencial do eletrodo para
viabilizar uma reacdo de transferéncia de elétrons. Os sensores potenciométricos sao
dispositivos que transformam um sinal de bioreconhecimento em potencial elétrico, de modo
que este seja proporcional a porcentagem da concentracdo dos compostos ativos, consumidos
ou produzidos na reacao quimica (GIL et al., 2019; CLARKE et al., 2020). A reacdo de
transferéncia de elétrons ocorre devido a forca do movimento de cargas; quando um potencial
é gerado no eletrodo de medicéo, esse potencial resulta da desigualdade distributiva de ions em
analise no sistema de interfaces, que podem ser comparados ao valor invariavel do eletrodo de
referéncia e da inatividade do ion na solucdo interna. Desse modo, o potencial do eletrodo de
trabalho é proporcional a concentracdo ou atividade do analito na solugdo (WANG, 2019; 2005;
ZHU et al., 2019). A forca do movimento das cargas elétricas resulta na reacdo de transferéncia
de elétrons. Quando um potencial é produzido no eletrodo de medigéo, ocorre uma distribuicéo
desigual de ions em analise no sistema de interfaces, podendo ser comparado ao valor invariavel
do eletrodo de referéncia e a inatividade do ion na solucdo interna da amostra, dessa forma, o
potencial do eletrodo de trabalho é diretamente proporcional a concentracdo ou atividade do
analito na solucdo (WANG, 2019; 2005; ZHU et al., 2019). A avaliacdo do potencial de

proteinas como: enzimas, anticorpos e lectinas sdo importantes, pois viabilizam o mapeamento
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de destruicdo das cargas elétricas de area superficial. Um estudo evidenciou através de um
sistema potenciométrico que as lectinas apresentaram modificacfes em sua estrutura na
presenca de ions mesmo em amostras com maior complexidade (PIMENTEL, 2009;
SANTANA et al., 2012). As informacdes sobre o processo de 6xido-reducdo em lectinas fazem
parte da primeira etapa para o entendimento de seus potenciais de atividades biotivas (SOUZA
et al., 2001).

2.2.9 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica é geralmente utilizada para a aquisicédo de informagdes qualitativas
sobre os processos eletroquimicos (LI et al., 2020). E considerada a primeira etapa para a
avaliagdo das propriedades elétricas de um analito em solugdo. Esta técnica fornece
informacGes sobre termodindmica de processo redox, cinética de reagdes quimicas complexas
de transferéncia de elétrons e reacdes quimicas com mecanismos adsortivos. Esta técnica
permite localizar de forma rapida o potencial redox das moléculas carregadas, por meio da
caracterizacao da passagem dos elétrons obtida mediante uma leitura do potencial do eletrodo
de trabalho, aplicando-se um formato de onda triangular para que seja realizada a medicéo da
corrente resultante (SOUZA et al., 2017; WANG, 2019). A obtencdo das caracteristicas do
analito ocorre por meio da determinacdo da amplitude da corrente elétrica, a qual resulta da
relacdo entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar, quando uma tensdo elétrica é realizada
entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia. Podem ser necessarios um ou mais ciclos
durante o processo conforme os dados a serem obtidos. O potenciostato é o dispositivo utilizado
para medir a corrente medir a corrente resultante e o grafico de voltamograma € obtido atraves
da curva corrente versus potencial (PACHECO et al., 2013; WANG, 2019).

2.3 BIOSSENSORES

Os biossensores sdo sensores eletroquimicos que oferecem varias vantagens incluindo
alta sensibilidade e rapidez. Também sdo considerados econdmicos, com capacidade de
identificar moléculas-alvo em substancias heterogéneas, utilizando uma reduzida quantidade de
amostra (BETTAZZI et al., 2017; RAWAT et al., 2017). Esses sistemas funcionam com base
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na imobilizacdo de biomoléculas sobre a superficie do eletrodo, que ao entrarem contato com
seus ligantes convertem o sinal biolégico em uma corrente elétrica mensuravel (SILVA et al.,
2018). Entre algumas reag0es que podem ser avaliadas utilizando estes sistemas incluem-se as
interacOes proteinas/carboidratos, anticorpos/antigenos, enzimas/substratos (MEHROTRA et
al., 2016).

Os biossensores tém sido utilizados de forma promissora para diagnostico
microbioldgico de importancia global (ABID et al., 2021), identificacdo de contaminantes da
agua (RENGARAJ et al., 2018; FRUHMANN et al., 2018) e monitoramento de alimentos
processados (PUNDIR et al., 2019). De forma ampla, também tém sido Uteis para o
reconhecimento de células cancerigenas, através da utilizacdo de lectinas como moléculas de
bioreconhecimento devido a capacidade de diferenciacdo de padrdes especificos de
carboidratos em células tumorais. A utilizacdo desse sistema também abrange a caracterizacdo
da distribuicéo de cargas na superficie das lectinas e os parametros de ligacdo as moléculas de
carboidratos (SOUZA et al., 2001; SOUZA et al., 2003; SILVA et al., 2016; SOUZA et al.,
2017; FALKOWSKI et al., 2020).

2.3.1 Biossensores Piezoelétricos

A relacdo entre pressdo mecanica e corrente elétrica em alguns materiais especificos,
recebe 0 nome de piezoeletricidade. Experimentos realizados com cristais de quartzo
demostraram que o potencial elétrico é diretamente proporcional a deformacéo sofrida nas faces
opostas. Esse processo ficou conhecido como efeito piezoelétrico (Figura 8) (CURIE, 1980),
possibilitou o desenvolvimento da Microbalanca de Cristal de Quartzo (QCM, do inglés Quartz
Crystal Microbalance). E usada em diversos biossensores piezoelétricos para quantificar a
variacdo de massa em escala micrograma e nanograma por unidade de area; o quartzo pode ser
confeccionado para vibrar em uma certa frequéncia definida pela aplicacdo de uma diferenca
de potencial, gerado por eletrodo metéalico. A frequéncia é afetada pela adicdo ou subtracéo de
pequenas quantidades de massa na superficie do eletrodo que pode ser acompanhada em tempo
real e sem ajuda de marcadores (label-free) para obter dados Uteis sobre interacGes moleculares,
reacdes de oxirreducdo e crescimento de filmes, tornando a técnica QCM de baixo custo e de
baixa complexidade (LU, 1984).
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Figura 8 — Desenho de cristal de quartzo (cinza) com eletrodos (amarelo)(A); uma ilustracéo

esquematica da deformacdo induzida em um cristal na aplicacdo de uma corrente alternada (B).

Eletrodo Quartzo |
N\

A B
Fonte: Ferreira, 2021

O quartzo € bastante utilizado por ter uma deformacéo elastica onde a polaridade no sentido
oposto € detectada na outra face do cristal, € revestido por uma camada fina de ouro o qual é
acoplado a um oscilador que induz uma corrente alternada levando a uma deformacao via efeito
piezoelétrico reverso, levando a formacdo de um dipolo (BUTTY, WARD, 1992). No circuito
oscilador € inserido um medidor de frequéncia que se altera quando uma massa é depositada na
superficie do cristal conduzindo uma reducéo da amplitude acustica e como consequéncia uma
reducdo da frequéncia de ressonancia do cristal (figura 9) (SAUERBREY,1959).

Figura 9 — Uma representacdo esquematica das descobertas de Sauerbrey: (a) o cristal de
quartzo oscila a uma frequéncia constante quando a voltagem apropriada é aplicada, (b) a
frequéncia de oscilacdo comeca a diminuir conforme as moléculas comecam a se depositar na
superficie do cristal, e (c) a frequéncia diminui ainda mais a medida que mais moléculas se
depositam.

+

Frequéncia
o

Tempo
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Fonte: Ferreira, 2021

Nos ultimos anos a QCM tem sido utilizada para varias aplicacGes biotecnoldgicas
incluindo pesquisas em estudos de adsorcdo de proteinas, biorreconhecimento de moléculas
especificas, diagndstico de patdgenos, estudo de hibridagdo de &cidos nucleicos,
reconhecimento de virus e na identificacdo do virus Zika (FELGUEIRAS, et al., 2016;
KAUSHIK, A. et al., 2018; MIRANDA, et al., 2019; DOLAI S; SHIBATA, et al., 2020;
TABIB-AZAR, 2020).

2.3.2 Purificacdo de proteinas

O processo de isolamento de proteinas, inicia-se com a preparagdo do extrato bruto em
solugdes ao qual tem afinidade. Os métodos mais comuns de purificar as lectinas tém como
referéncia as suas caracteristicas, tais como carga elétrica, tamanho, solubilidade, e seus
aspectos peculiares, como um grupo de proteinas com afinidade por carboidratos e
glicoconjugados. Os métodos mais comuns usados na purificacdo de proteinas na area da
biotecnologia séo: precipitacdo salina (SILVA et al.; 2012), cromatografia de afinidade e gel
filtracdo (KUMAR et al.; 2017), cromatografia de troca ibnica (IHUOMA et al., 2013), extracéo
liquido-liquido com micelas invertidas (JIANG et al.; 2019).

A cromatografia € uma técnica que separa 0S componentes de uma amostra,
compreende uma fase movel e uma fase estacionaria (particulas esféricas empacotadas numa
coluna). A mistura ¢ aplicada na fase estacionaria e migra através da coluna. A maior ou menor
interacdo para a fase afeta a sua separacdo (FORNSTEDT et al., 2015). A eficiéncia da
cromatografia € influenciada pela qualidade do suporte cromatogréafico, a dispersdo axial e a
dificuldade de estabelecimento de equilibrio entre as fases movel e estacionaria (ROBARDS,
RYAN, 2021). Diferentes suportes sdo utilizados em cromatografia, incluindo-se
polissacarideos (dextrana, agarose e celulose), polimeros sintéticos (poliacrilamida,
poliestireno), materiais inorganicos (silica porosa, hidroxiapatita e vidro poroso) e materiais
compositos  (poliacrilamida-agarose, dextrana-bisacrilamida, silica porosa- dextrana).

Dependendo do tipo de interagdes envolvidas, os processos cromatograficos podem ser
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classificados em gel filtragdo, troca idnica, interacdo hidrofobica, fase reversa e afinidade
(CABRAL, AIRES-BARROS, 2003).

O método cromatografico realizado em gel filtragdo utiliza a matriz para promover a
separacgdo das proteinas por peso molecular. Usualmente, o Sephadex (Figura 10) polimero de
glicose formado por “cross-linked” com epicloridrina, ¢ o gel de escolha utilizado para esses
fins. No entanto, 0 mesmo pode ser empregado também como matriz de afinidade, devido aos
radicais hidroxilas livres nas cadeias de dextranas (ROBARDS, RY AN, 2021).

Figura 10 — Estrutura parcial do Sephadex apresentando o polimero de glicose conectado por

moléculas de epicloridrina.
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Fonte: Ferreira, 2021

A cromatografia de troca ibnica é um método de separacdo que se baseia nas cargas
liquidas das proteinas. Separa as moléculas de acordo com a sua carga superficial, resultante
dos diferentes residuos de aminoécidos que sdo capazes de ionizacdo do hidrogénio da agua.

Residuos de acidos aspartico (Asp) ou glutdmico (Glu) acrescentam carga negativa enguanto
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os residos basicos de histidina (His) lisina (Lys) e arginina (Arg) contribuem para as cargas
positivas (KADAKERI et al., 2020). A fase estacionaria é altamente carregada, sendo que 0s
componentes com cargas de sinais contrarios a essas sdo seletivamente adsorvidos da fase
mdvel. Os componentes adsorvidos podem ser subsequentemente eluidos, por deslocamento
com outros ions, com o mesmo tipo de carga, porém com maior forca de interacdo com a fase
estacionéria. A afinidade entre ions da fase mével e a matriz podem ser controlados utilizando
fatores como pH e a forga idnica (KORKISCH, 2013).

Dentre as matrizes mais amplamente utilizadas destacam-se aquelas derivadas da
celulose figura. 11A figura 11B apresenta a matriz de Dietilaminoetil-celulose (DEAE-
Celulose), um trocador anidnico carregado positivamente, e a figura 9C apresenta a matriz de
Carboximetil-celulose (CM-Celulose), um trocador catidnico carregado negativamente.

Figura 11 — (A) Celulose; (B) Dietilaminoetil-celulose (DEAE-Celulose); (C)

Carboximetil-celulose (CM-celulose).
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2.3.3 Cromatografia de afinidade

Cuatrecasas et al. (1968), foram os primeiros a introduzir a técnica de cromatografia de
afinidade no final dos anos de 1960. Na atualidade é usado para purificar proteinas,
carboidratos, drogas ou outro analito que se ligue a matrizes cromatograficas (ARCY et al.,
2017).

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada, a cromatografia de
afinidade é definida uma técnica comatogréfica liquida que usa uma interacdo bioldgica para
separar analitos de interesse em amostras; baseia-se no reconhecimento entre as moléculas
naturais ou artificiais, classificadas de ligantes. Desse modo, um dos ligantes é fixado em um
carreador polimérico que pode interagir de maneira seletiva ao seu alvo que esta em um extrato
celular que passa pela coluna sob condi¢bes favoraveis para que o reconhecimento ocorra de
maneira efetiva (figura 12). O ligante retido € eluido com mudancas das condi¢cdes de forga
ibnica, pH, solventes e temperaturas obtendo a molécula de interesse de forma pura
(ANDJELKOVIC, et al 2017).

Figura 12 — Exemplo de aplicacdo da amostra e selecdo das moléculas que tém

afinidade a matriz cromatogréafica.
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Fonte: adaptado de Elliott et al., 2020.

Nos altimos anos, a cromatografia de afinidade foi realizada com particulas esféricas
com didmetros de 50 a 400 um e em condi¢des de baixa pressdo, resultando em muitos suportes

de microparticulas comerciais para 0 uso como cromatografia de afinidade. E o suporte mais
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usado é a agarose, pela sua qualidade na purificacdo e as primeiras a serem usadas nos estagios
iniciais da técnica (WILCHEK, et al 1999).

A purificagdo das lectinas usando uma uUnica etapa de cromatografia de afinidade so foi
possivel pelo fato delas possuirem ligacbes especificas aos carboidratos da matriz
cromatogréfica. Existem varias matrizes de afinidade comerciais que sdo acopladas a diferentes
ligantes para isolar diferentes lectinas. As lectinas especificas de galactose estdo sendo isoladas
por cromatografia de afinidade em Sepharose (uma forma modificada de agar) ou agar
reticulado com acucares contendo galactose (GABIUS, GABIUS, 1993).

A busca de ligantes mais seletivos, vigorosos ou reproduziveis tem sido uma constante
(HAGE, 1999). A prospeccao de proteinas que tem afinidade a diferentes polissacaridios e uso
desses acucares em técnicas cromatograficas tém sido reportados (SORCI et al., 2006). Esses
materiais tém as vantagens de serem economicamente viaveis, de facil uso e atdxicos; logo, o
protocolo de separacdo € compativel com a aplicagdo da proteina alvo (ROY; SARDAR,;
GUPTA, 2005).

2.3.4 Esquistossomose

A esquistossomose acomete mais de 220 milhGes de pessoas em 78 paises e territorios
no mundo (WHO, 2020). No Brasil a doenca € endémica em 19 Estados com estimativa entre
4-6 milhdes de infectados, é transmitida por moluscos do género Biomphalaria sendo o B.
glabrata o principal vetor por liberar milhares de cercarias diariamente no ambiente aquatico,
e em 3 meses um Unico molusco gera 10 milhdes de descendentes (SCHOLTE et al., 2012;
COELHO E CALDEIRA, 2016). O Estado de Pernambuco é um dos que apresenta a maior taxa
de prevaléncia com mortalidade cinco vezes superior a média nacional (PERNAMBUCO,
2014; BARBOSA, et al., 2014).

A OMS recomenda o controle populacional dos moluscos com a aplicacdo do
moluscicida niclosamida (Baylucide, Bayer®) apenas em localidades que apresentam elevada
prevaléncia da esquistossomose, devido a sua alta toxicidade para espécies ndo-alvo, como
peixes, plantas e outros organismos presentes no ecossistema aquatico (OLIVEIRA-FILHO;
PAUMGARTTEN, 2000; WHO, 2017). Assim, ha uma urgente necessidade de investimento
em pesquisas que possam contribuir com novas alternativas moluscicidas com agéo eficaz,

biossegura e alta seletividade. Esse cenario encoraja nosso Grupo de Pesquisa por produtos
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naturais bioativos no controle populacional dos moluscos B. glabrata, agente infeccioso
(cercérias de S. mansoni) e avaliacdo da ecotoxocidade ambiental com bioindicadores de
referéncias (ALBUQUERQUE et al., 2014; ROCHA-FILHO et al., 2015; ARAUJO et al.,
2019; SILVA et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

31 OBJETIVO GERAL

Realizar preparaces de lectina pura (BmoLL) e de extrato de Bauhinia monandra para

aplicagdes bioldgicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Purificar a BmoLL com uso de uma matriz cromatografica gel de Guar;

o Desenvolver antissoro de coelho contra a lectina de folhas de B. monandra
(BmoLL);

o Purificar 1gG anti-BmoLL utilizando cromatografia de afinidade em proteina A-
Sepharose;

o Caracterizar 1gG anti-BmoLL através de ensaio de imunodifusdo e ensaio

eletroquimico;
o Purificar a BmoLL com uso de uma matriz cromatografica de afinidade

utilizando a goma das sementes da L. leucocephala;

o Avaliar a citotoxicidade em linhagem de células cancerigenas e saudaveis;
o Obter a preparacao do extrato salino de folhas de B. monandra;
o Avaliar a atividade moluscicida do extrato salino sobre embrides e caramujos

adultos da B. glabrata;
o Avaliar a seguridade ambiental da preparacdo com o bioindicador Artemia

salina.
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ABSTRACT

Highly purified galactose-binding lectin from Bauhinia monandra leaves (BmoLL) was
intradermally injected into rabbit to evaluate the protein immune response. Antiserum
developed against BmoLL (anti-BmoLL serum) revealed the immunogenicity of the lectin.
Anti-BmoLL IgG was purified from the antiserum on a Protein A-Sepharose CL-4B column.
BmoLL and extracts from B. monandra different tissues, with previously detected lectin
activity, interacted with anti-BmoLL serum and anti-BmoLL IgG; protein precipitation lines
were visualized by double immunodiffusion assay. Anti-BmoLL 1gG was immobilized on gold
surface for electrochemical and piezoelectric characterization of BmoLL antibody-antigen
interaction. An electrochemical immunosensor performed with anti-BmoLL IgG and gold
electrode surface estimated BmoLL binding and its electrochemical potential. A piezoelectric
immunosensor was also carried out based upon a quartz crystal microbalance (QCM) with a
gold surface where anti-BmoLL 1gG was immobilized to characterize BmoLL recognition. The
electrochemical system was sensitive to evaluate anti-BmoLL 1gG interactions with different
concentrations of BmoLL. The piezoelectric immunosensor with flow injection analysis (FIA)
revealed a frequency decrease (15 kHz) after the interaction of BmoLL (454 pg/ml) with anti-
BmoLL IgG (1.1 mg/mL) indicating antigen-antibody specificity. Then the piezoelectric assay

was a potent tool for detection of antigen-antibody recognition.

Keywords: Bauhinia monandra; leaf lectin; polyclonal 1gG; electrochemical biosensor;

1.

piezoelectric biosensor.

INTRODUCTION

Lectins, carbohydrate-binding proteins of non-immune origin and ubiquitous
distribution in nature, participate of many cellular events such as cell recognition, cell-cell
communication and metastasis (Santos et al., 2014). Hundreds of lectins have been isolated
from nature with different carbohydrate-binding specificities and broad applications in

biological research.
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A galactose-specific lectin named BmoLL has been obtained from leaf powder of
Bauhinia monandra, “pata de vaca” (Coelho and Silva, 2000). The genus Bauhinia belongs to
the family Fabaceae; in Northeastern Brazil the leaves of B. monandra are largely used in folk
medicine to reduce blood glucose levels. Argolo et al. (2016) conducted a study with a leaf
ethanolic extract of B. monandra, which induced insulin secretion in rats and hypoglycemic
effect. BmoLL was purified with high yield (milligram quantities) from B. monandra leaf
extract by ammonium sulfate fractionation and guar gel affinity chromatography (Coelho and
Silva, 2000). Biological activities have already been reported for BmoLL, such as insecticidal
activity against Callosobruchus maculatus, Zabrotes subfasciatus and Anagasta kuehniella
larvae, producing ca. 50% mortality to C. maculatus and Z. subfasciatus, and a decrease of 40%
in A. kuehniella larvae weight (Macedo et al., 2007). The negative effects of BmoLL on insect’s
development can be attributed for binding to chitin components in the insect gut, interacting
with glycoconjugates along the digestive tract or with sugar residues linked to digestive
enzymes and decrease of a-amylase activity (Macedo et al., 2007).

Another study revealed that BmoLL does not induce genotoxic or cytotoxic effect in
cell-free and bacteria and promoted a decrease in the spontaneous mutation frequency in
Escherichia coli strains, indicating the nonmutagenic and antioxidant activity of BmoLL
(Sisenando et al., 2009), suggesting a protective effect of BmoLL in bacteria against
endogenous oxidative damage.

Anti-lectin immunoglobulin (anti-lectin 1gG) has been produced based in the in vivo
immune response of vertebrates, such as mice and rabbits, antigen-specific adaptive. Anti-lectin
IgG has been used to evaluate the specific interaction antigen-antibody in vitro and to search
homology of specific antigen in extracts, protein preparations, purified antigens and unknown
solutions (Traini et al., 2014; Denis et al., 2017; Utarabhand et al., 2017).

The antigen-antibody detection used immunological assays, such as the double
immunodiffusion assay, through the diffusion of the antigen across a gel, followed by the
addition of the antiserum/antibody. The immunological interaction resulted in a precipitation
band in the place of antigen-antibody complex formation (Barrs et al. 2015; de Azevedo et al.,
2015).

Detection of the antibody-antigen interactions have been also evaluated by biosensing
methods, which are rapid, simple to perform and sensitive. Biosensors based on specific

antibody-antigen, known as immunosensors, integrate immunological reactions with a
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transducer device for signal transfer in the biological/ electrical interface, providing specific
and quantitative detection of an analyte (Zapp et al., 2014; Kokkinos et al., 2016).
Potentiometric sensors and immunosensors are considered attractive tools for the study of
immunochemical interactions due to their properties as simple instrumentation, diversity of
designs and materials, sensitivity, rapid response and low cost (Daems et al, 2014; Moraes and
Kubota, 2016). Currently, many electrochemical immunosensors have been developed for
specific detection of proteins, biomarkers and pathogens such as bovine albumin serum (Rawat
et al., 2017), dengue NS1 protein (Sinawang et al., 2016) myoglobin (Zapp et al., 2014), and
pathogenic Escherichia coli O157: H7 (Pandey et al., 2017).

A piezoelectric immunosensor developed based on quartz crystal microbalance (QCM)
IS a mass-sensitive transducer comprised by the quartz crystal and two gold films coating both
sides of the crystal pairing to an oscillator circuit. QCM measures mass change through the
alterations in the resonance oscillation frequency on the surface with the adsorption of
biomolecules, since it oscillates in a resonant shear mode at an electric field of high frequency
(Ramos-Jesus et al., 2016; Yoshimoto et al., 2016). Antibodies can be adsorbed on the crystal
surface to specific binding (Lederer et al., 2011; Della Ventura et al., 2017). The recognition of
an antigen results in mass change on the surface, leading to increase of the dielectric strength
of the crystal and reduction of the oscillation of electric frequency (Kasper et al, 2016). The use
of piezoelectric QCM-based immunosensors constitute an alternative to common
immunological techniques, as a diagnosis approach of great interest with low cost and real-time
analysis. Some QCM-based immunosensors have been developed to evaluate the antibody-
antigen binding, such as human cardiac troponin T (Mattos et al., 2012), aflatoxin B1 (Chauhan
et al., 2015), Leishmania infantum antibodies in canine serum (Ramos-Jesus et al., 2016),
ATP6AP1 autoantibodies in saliva for detection of breast cancer (Arif et al., 2015), HPV16
DNA (Jearaneukoon et al., 2016) and organophosphorus analysis (Tang et al., 2016). Another
example of analytical application of QCM-based immunosensors was performed by Kim et al.
(2015) that evidenced the need for the rapid detection of CPV with the objective of reducing
morbidity and mortality of infected dogs. They developed a QCM-based immunosensor with
anti-CPV monoclonal antibody immobilized on the surface device, which showed high
sensitivity, specificity and rapidity to the diagnosis.
In the present work, BmoLL was used as a potential immunogen to promote the development

of antiserum in rabbit followed by purification of anti-BmoLL 1gG by Protein A- Sepharose
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CL-4B column. Double immunodiffusion assay was applied for detection of BmoLL or
homologous lectins, and epitope recognition in preparations of B. monandra tissues with lectin
activity, using anti-BmoLL serum and anti-BmoLL 1gG. Electrochemical and piezoelectric
QCM-based immunosensor were also developed to evaluate BmoLL-anti-BmoLL IgG
interaction, established on signal transference through electron exchange from molecular
conformational changes caused by specific analyte binding.

2. EXPERIMENTAL PROCEDURES

2.1 Isolation of BmoLL lectin

BmoLL lectin was isolated from B. monandra leaves by guar gel affinity
chromatography (Coelho and Silva, 2000). Briefly, 10 % (w/v) extract in 0.15 M NaCl from
leaf powder were submitted to 60% ammonium sulfate fractionation followed by guar gel
column and eluted with 0.33 M galactose in 0.15 M NaCl.

2.2 Development and purification of anti-BmoLL 1gG

Purified BmoLL (150 [Jg) was dissolved in 1 ml of 10 mM citrate-phosphate buffer, pH
6.8, containing 0.15 M NaCl and emulsified with 1 ml of Freund's complete adjuvant to the
first intradermal inoculation). One millilitre of Freund's incomplete adjuvant was used with the
four following inoculations, being intradermally injected into a male New Zealand breed white
rabbit within a fortnight interval (Correia and Coelho, 1995). Ten milliliters of blood were
collected from the ear central artery, before each inoculation. The collected blood was taken to
coagulate in glass tubes (45° angle at room temperature, for 1 h) and kept at the 4°C, overnight.
The serum obtained was centrifuged three times at 1300 x g, for 5 min, at room temperature.
The aliquots were stored at -20°C.

Three milliliters of the antiserum obtained after the third inoculation was inserted in a
Protein A-Sepharose CL-4B column (6.5 x 1.0 cm, 4.5 mL matrix), from Sigma-Aldrich, for
anti-BmoLL IgG purification, and recycled three times. The column was equilibrated with 0.1
M sodium phosphate buffer, pH 8.0, containing 0.15 M NaCl, until the absorbance 280
nm<0.01. Then, rabbit antiserum (containing anti-BmoLL I1gG) was diluted with 0.1 M
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phosphate citrate buffer, pH 2.8. The unbound serum molecules were washed by the same
buffer and bound anti-BmoLL IgG was eluted. The fractions were collected in manual flow of
33 ml/h monitored at absorbance 280 nm >1 and maintained in 1N NaOH between pH 7 and 8.

Following fractions were stored in aliquots at -20°C (Correia and Coelho, 1995).

2.3 Double immunodiffusion assay

Anti-BmoLL serum and purified anti-BmoLL 1gG were evaluated by Ouchterlony
double-diffusion analysis (Ouchterlony, 1958). A 1% agarose gel (w/v, 2.5 mL) in 0.5 M NacCl
was performed on petri plates (2.5 x 7.5cm). The assay aimed to detect the presence of protein(s)
homologous to BmoLL in preparations. Central wells were made for addition of twenty uL of
serum/ 1gG, and four lateral wells were made around each central well for addition of 20 uL of
pure BmoLL, commercial lectins, and B. monandra tissue preparations (extracts and 0-60%
ammonium sulphate fractions) from dried leaves (blades), flowers, stems, secondary roots,
petioles, seeds, buds and branches of stems. The 10 % (w/v) extracts were obtained by overnight
gentle shaking at 4°C in a 0.01 M citrate phosphate buffer (pH 6.5) containing 0.15 M sodium
chloride. The extracts were submitted to 60% (w/v) ammonium sulphate fractionation (F 0—
60%) by addition of solid salt. After 4 h at room temperature, the resuspended precipitate was
dialysed against distilled water, followed by the 0.01 M citrate phosphate buffer (pH 6.5)
containing 0.15 M sodium chloride, according to Coelho and Silva (two thousand). The
diffusion was performed in humid chambers for 36 h at 4°C. The gels, after diffusions, were
washed several times with 0.15 M NaCl for two days and with distilled water in the last wash,
followed of drying overnight at room temperature. Dried gels were stained for 10 min in 0.1%
(w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 in water and destained in 10% (v/v) acetic acid in ethanol

solution.

2.4 Electrochemical potential response to BmoLL lectin

To evaluate the electrochemical response of the immunosensor to BmoLL, the modified
gold electrodes were incubated with the lectin at different concentrations (400, 300, 200, 100,
50 and 25 pg/mL) and the electrochemical potentials were measured. The electrochemical

potential of anti-BmoLL IgG-BmoLL binding was obtained into an electrochemical cell
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containing a gold electrode, working electrode, and a silver/silver chloride electrode (Ag/AgCl)
used as reference. Both were coupled to a high impedance multimeter to register
electrochemical potentials generated by the interaction of BmoLL with anti-BmoLL 1gG
immobilized on the gold electrode, in the electrolytic medium, 150 mM NaCl, containing

BmoLL. Assays were performed in the absence and presence of 0.2 M galactose.

2.5 Anti-BmoLL 1gG immobilization and yield evaluation

The immobilization of anti-BmoLL IgG was performed on quartz crystal surface for
piezoelectric assay in a Quartz Cristal Microbalance (QCM) to evaluate anti-BmoLL IgG-
BmoLL binding.

The quartz crystals (AT-cut, quartz plate [1 14 mm, gold electrode [J 8 mm on both
sides, 10 MHZ frequency) were purchased from Universal Sensors (New Orleans, USA) and
gold electrodes (10 mm x 10 mm x 0.5 mm) obtained in a goldsmith's workshop. These surfaces
were previously cleaned with a solution containing a 7:3 mixture of concentrated sulfuric acid
(H2S04) and 30% (v/v) hydrogen peroxide (H202) for 10 min, followed by rinsing with
ultrapure water and dried with dry air. Then, one hundred pL of a solution containing 30%
(w/v) dextran in 0.1 mM NaOH was added to surfaces during 20 h at 25C]C. The dextran layer
was sensitized with 100 mM cyanogen bromide (CNBr) and 2 mM NaOH for 8 h at 25(1C, pH
11, after washing three times with 100 puL of PBS (10 mM, pH 7.5). According to Hage and
Caze (2005) CNBr in alkaline conditions induces the formation of cyanate ester radicals, and it
is also possible to form imidocarbonate, a compound of lower reactivity. Both compounds allow
covalent binding to amide groups; anti-BmoLL IgG on gold surface is represented in Figure 1.

Purified anti-BmoLL 1gG was incubated on QCM (25 uL) and gold plates (100 pL)
using concentrations of 0, 1.1 or 2.2 mg/mL for at least 3 h at room temperature. After the
immobilization on the above-mentioned surfaces, 50 CIL of 3% (w/v) casein solution was
applied on the surfaces for 3 hto block remaining reactive free groups and minimize nonspecific
binding.

In order to evaluate the immobilization yield on gold plates, 100 [JL was collected
after each IgG incubation step to measure unbound 1gG (U). After the incubation, gold plates
were also washed three times with 100 [J1 of PBS (10 mM, pH 7.2) to measure the unbound
IgG after washes (W1, W2 and W3, respectively). Protein concentrations of U, W1, W2 and
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W3 were calculated by a standard protein quantification test using Coomassie brilliant blue
G250 (Sedmak and Grossberg, 1977). Knowing the initial quantity of 1gG (I) incubated on gold
plates prior immobilization in each 1gG concentration, the immobilization yield was calculated
by the formula [I — (unbound 1gG) / 1] [J 100%. The relation immobilization/area was also

calculated.
Hl\ll—
H,N—
—OH —0—C=N : —0—C=NH
CNBr Anti-BmoLL IgG
—OH — OH —OH
Gold surface covered Gold surface covered Anti-BmolLL IgG
with dextran with actived dextran immobilized on gold

surface
Figura 1 — Schematic representation of activation reaction from gold surface covered with
dextran and CNBr to establish the covalent immobilization of anti-BmoLL 1gG on altered

surface.

2.6 Analyses of BmoLL binding to immobilized anti-BmoLL IgG in the piezoelectric assay

system

A piezoelectric assay based in QCM immunosensor integrated in a flow injection
analysis (FIA) system was elaborated to determine the QCM responses to BmoLL. The
experimental set-up consisted of one peristaltic pump and an oscillator circuit coupled to a
frequency counter (GFC-8131, Good Will), which contained a reference crystal with the same
characteristics as the QCM immunosensor crystal. An acrylic flow cell was used to support the
QCM immunosensor, maintaining one gold surface in contact with the liquid. BmoLL was
introduced into system in a flow of 330 [JL/min at concentration of 454 [1g/mL or in 103, 10"
2101, 51 and 2 dilutions, corresponding to the concentrations of 0.04, 0.4, 40, 200 and 91
Cg/mL, respectively.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

BmoLL was isolated in milligram amounts from B. monandra leaves following a
protocol previously established. Purified BmoLL is in fact a lectin since its hemagglutinating
activity was galactose inhibited. BmoLL has been partially characterized by electrophoretic
techniques, as containing a glycosylated polypeptide subunit of 33 kDa, and a non-glycosylated
polypeptide of 26 kDa (Coelho and Silva, 2000).

A range of biological applications has been reported for BmoLL. The lectin was used
for composition of lectin-decorated and lectin-loaded nanoparticles of poly(€-caprolactone) and
dextran. BmoLL was incorporated into the nanoparticles and adsorbed onto nanoparticle
surfaces; the biorecognition activity of lectin was maintained. It suggested that BmoLL could
recognize and interact with the nanoparticles’ polymers, resulting in BmoLL-based
nanoparticles (Rodrigues et al., 2003).

BmoLL leaf lectin was able to agglutinate an endophytic active strain of Pseudomonas
aeruginosa from B. monandra leaves, suggesting a defense mechanism against
phytopathogenic microorganisms in plants (Ramos et al., 2016). The lectin also showed anti-
inflammatory and antinociceptive effects in mice, reducing paw edema, leukocyte migration,
and animal contortions (Campos et al., 2016). Similar to other anti-inflammatory lectins,
BmoLL can inhibit the vascular inflammation by a reduction of rolling and adhesion of immune
cells to endothelium, as well as a decrease in leukocyte migration and cytokines involved. The
antinociceptive effect of BmoLL has been associated with its anti-inflammatory activity, and a
direct action of BmoLL on specific central nervous system receptors to promote pain relieve
(Campos et al., 2016).

The production of anti-BmoLL IgG in the rabbit serum (anti-BmoLL serum) was
detected after the third inoculation of BmoLL, using double immunodiffusion assay on agarose
gel plate. The reactivity of anti-BmoLL serum with BmoLL was confirmed by the appearance
of a single immunoprecipitation band in the agarose gel. These results revealed the
immunogenic response of BmoLL in rabbit, showing that the lectin was recognized as an
antigen by leucocytes and induced the production of antibodies in the rabbit serum (Denis et
al., 2017).

BmoLL antiserum was successively used for purification of anti-BmoLL IgG on a protein A-

Sepharose CL-4B column (Figure 2). The immunoprecipitation patterns of anti-BmoLL serum
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and anti-BmoLL 1gG with BmoLL, commercial lectins and B. monandra tissue preparations
interacting with anti-BmoLL serum and anti-BmoLL 1gG in double immunodiffusion assay
were revealed in Figure 3. Leaf extract and 0-60% ammonium sulphate fraction exhibited
double immunoprecipitation bands after reaction with anti-BmoLL antiserum or anti-BmoLL
IgG, indicating the existence of two populations of antibodies, one specific for the lectin, and
another that recognized the presence of a lectin isoform. The reactivity antigen-antibody was
also confirmed for the extracts from different B. monandra tissues; the immunoprecipitation
bands were more remarkable in the reactions with anti-BmoLL serum (Figure 3).
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Figura 2 — Protein A affinity chromatogram of anti-BmoLL IgG preparation. Antiserum (3 mL)
was applied to a 4.5 mL column and fractions (1mL) were collected at 33 mL/h. Unbound
proteins were washed off with 0.1M sodium phosphate buffer pH 8.0 (event 1), followed by the
elution of the 1gG with 0.1M glycine pH 2.8 (event 2). Eluted fractions of Azso[J1 were pooled
and stored at -20°C.
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Figura 3 — Double immunodifusion assay on agarose gels. Cross-reactions of anti-BmoLL
serum (A) or anti-BmoLL 1gG (1) with lectins (a), with lectin(s) in tissue extracts from B.
monandra (b) and in 0-60% ammonium sulphate fractions derived therefrom (c). Lateral wells:
1, BmoLL; 2, B. purpurea lectin; 3, Ulex europaeus lectin I; 4, Ulex europaeus lectin II; 5,
Bandeiraea simplicifolia lectin Il; 6, Dolichos biflorus lectin; 7, Triticum vulgaris lectin; 8,
Lens culinaris lectin; 9, leaves; 10, flowers; 11, stems; 12, roots; 13, petioles; 14, seeds; 15,
buds; and 16, branches of stem.

The interactions between BmoLL and anti-BmoLL IgG were also evaluated by
electrochemical and piezoelectric techniques, immobilizing the anti-lectin antibody on the
metal surface and evaluating the signals generated by the sensing interfaces. Despite
electroactive proteins exhibit adsorption on metallic surfaces, factors such as temperature, pH,
ionic strength, protein conformation and concentration in the electrolytic medium can affect
this process (Smiechowski et al., 2006).

In this context, the anti-BmoLL I1gG immobilization and its yield were evaluated on gold
plates. Measurement of the immobilization yield is important for estimating the maximal
antigen binding capacities of the biosensor. Anti-BmoLL IgG was immobilized in initial
quantities of 0, 110 and 220 pg from the solutions of 0, 1.1 and 2.2 mg/mL, respectively.
Immobilization of the anti-lectin antibody on the gold plates provided at least two advantages.
Firstly, the presence of lectin can be detected in distinct plant tissues; secondly, direct
immobilization of the lectin may reduce its activity by severe changes of the conformation
during the immobilization process. The concentrations of unbound IgG were measured after
immobilization and washes with PBS with a protein quantification method according to
Sedmak and Grossberg (1977).

Yield immobilizations anti-BmoLL IgG of 51 mg (46%) and 73 mg (33%) was observed
when the initial quantities of 110 and 220 pg were immobilized, respectively. However, the
concentration of 1.1 mg/mL (110 pg) was more stable after the PBS wash-steps (Figure 4),
according to the anti-BmoLL IgG/ area immobilization ratio on gold plate calculated after each
PBS wash-steps. A low removal of IgG was observed at a concentration of 1.1 mg/mL, showing
an immobilization ratio of 1.4 (Jg/mm? from anti-BmoLL 1gG on gold plates after the third PBS

wash-step. Considerable and continuous IgG releasing occurred at a concentration of 2.2
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mg/mL along the washes, resulting in an immobilization area of 1.8 [ig/mm? after the third

wash.
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Figura 4 — Anti-BmoLL IgG/ area ratio of immobilization on gold plates (ug/ mm?) in the anti-
BmoLL IgG concentrations of O (m), 1.1 (@) and 2.2 ( A) mg/mL. IgG washed-off was measured
by protein quantification method and calculated values of immobilized anti-BmoLL IgG are

showed.

Electrochemical biosensors have been developed to detect analytes through enzymatic
reactions, interaction of antibodies and antigens (immunosensors), process of recognition of
whole cells, as well as different interactions between biomolecules (Liu, 2012). The
potentiometric technique has been used for electrochemical analysis to evaluate the
maintenance of the biomolecule activity after the immobilization through the recognition of
specific ligand. Souza et al. (2001) constructed the first potentiometric biosensor with Cramoll
1,4 lectin immobilized to active glass surface with aminopropiletoxisilane (APTES) to define
analytical and quantitative forms of lectin interaction with glucose. According to Souza et al.
(2003) the development of techniques to define biomolecule/electrode interface parameters will
be able to provide information on charged groups adsorbed or immobilized to the electrode

surface revealing specific interactions in biological systems. Cramoll 1,4 was also adsorbed on
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nafion beads to characterize their interaction with glucose using potential measurements (Souza
et al., 2017).

Here in, an electrochemical immunosensor based on anti-BmoLL 1gG was developed onto gold
electrodes and the maintenance of anti-BmoLL IgG activity was evaluated in the presence of
BmoLL lectin by potential measurements. The interaction anti-BmoLL IgG with BmoLL
generated electrochemical potentials increasing proportionally to concentration of lectin
(Figure 5). A potential signal of 48 mV was obtained for BmoLL at 200 pg/mL, increasing
significantly to 115 mV for the lectin concentration of 400 pg/mL.
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Figura 5 — Electrochemical potentials generated by the interaction of anti-BmoLL 1gG with

different BmoLL concentrations on the gold electrode.

The electrochemical potentials measured were compared for interactions in the absence
or presence of 0.2 M galactose. The responses were similar, suggesting that BmoLL-anti-
BmoLL IgG interaction is independent of BmoLL carbohydrate binding site (Figure 6). To
determine the specificity of anti-BmoLL IgG, the electrochemical potential was also measured
in the presence of Concanavalin A (Con A) under the same conditions of BmoLL. The signal
obtained was insignificant, corresponding to approximately 5% of signal from BmoLL
interaction (115 mV) (Figure 7). Con A is a lectin from Canavalia ensiformis seeds, specific to

glucose and mannose and commonly used for recognition of glucose/mannose residues on cell
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surfaces and biomolecules, being a tool in the development of biosensors for disease detection
(Lei and Chang, 2007).

The variations of the electrochemical potentials resulting from the interaction between
biomolecules are intrinsically related to the immobilization process on the metallic surface and
the conformational changes occurring on molecule surfaces (Souza et al 2001; Smiechowski et
al, 2006; Bueno et al., 2014). The construction of an electrochemical biosensor must consider
the choice of reference and working electrodes as well as immobilization process of the
biomolecules and is intrinsically dependent upon electron-transferring ability (Liu, 2012;
Chokkareddy et al., 2017).

The analyzes using the piezoelectric system revealed a reduction of the frequency of 5
KHZ (22.5 to 17.5 KHZ) observed with 91 pg/ml BmoLL interacting with 1.1 mg/ml anti-
BmoLL IgG, showing a strong recognition of the lectin by the immobilized ligand (Figure 8).
The change in piezoelectric assay frequency generated by adsorption of substances on the
surface of a quartz crystal exhibits an analytical potential. This ability is disclosed by
researchers, detecting organophosphorus (Tang et al., 2016), human papillomavirus (HPV)
type58 DNA (Jearanaikoon, 2016) breast cancer (Arif et al, 2015), and antibody-antigen
interactions (Kim et al, 2015).

A delay in response of 3.5 min occurred; the time the sample needed to pass the FIA-
system before entering the reaction chamber of QCM (Figure 8). The control show frequency
of 19.5 KHZ, without immobilized 1gG with different concentrations of BmoLL. There was no
reduction of the frequency to incubation with 0.04, 0.4, 40, 200 and 454 pg/ml BmoLL.
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Figura 6 — Stable electrochemical potentials generated by the interaction of anti-BmoLL IgG
with BmoLL (400 [1g/mL) on gold electrodes, in the presence and absence of 0.2 M galactose.
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Figura 7 — Electrochemical potentials generated by the interaction of Con A and BmoLL with

anti-BmoLL IgG immobilized on gold electrode.
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Figura 8 — The piezoelectric assay showed BmoLL (91 CJg/ml) binding to immobilized anti-
BmoLL IgG, 1.1 mg/ml (A). The control without immobilized IgG showed no reaction when
incubated with BmoLL (). The system was also incubated with PBS (open symbols).
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These data reveals that due to the use of small amounts of antibodies and antigens and
in real response time, the piezoelectric system was a powerful analytical tool for immunological

determinations.

4. CONCLUSIONS

BmoLL was highly immunogenic, inducing the development of anti-BmoLL 1gG in
rabbit serum. The appearance of immunoprecipitation bands in the double immunodiffusion
assay confirmed the reactivity of anti-BmoLL serum and anti-BmoLL IgG for BmoLL, tissue
preparations with lectin activity, and homologous lectins. The immobilization yield assay was
effective to detect immobilized anti-BmoLL 1gG on gold surface; the concentration of 1.1
mg/mL was more stable after wash-steps. The electrochemical immunosensor based on anti-
BmoLL IgG was sensitive to reveal the conformational changes occurring in different
concentrations of BmoLL after interacting with anti-BmoLL IgG. The system was specific to
recognize BmoLL, showing no significant interaction between anti-BmoLL 1gG and Con A
lectin. The assay conducted with piezoelectric biosensor based on anti-BmoLL 1gG revealed
changes in the frequency signals after the interaction of the antibody with BmoLL, confirming

the reactivity antibody-antigen.
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Resumo

Uma lectina com afinidade a galactose (BmoLL) foi purificada, da folha de Bauhinia
monandra. As folhas dessa arvore é usada na medicina popular para baixar a glicemia. A
manufatura de uma matriz com ligacdo cruzada da goma de sementes de Leucaena
leucocephala (CLLSG), mostrou-se eficiente na purificagdo da BmoLL. A confec¢cdo da matriz
foi simples, eficiente e de baixo custo na purificacdo comparado com as gomas comerciais.
Sementes que tém na sua composi¢cdo abundancia de galactomananas possuem um elevado
potencial de confeccdo de matrizes cromatograficas para purificacdo de lectinas que tenham
afinidade a galactose. A BmoLL purificada teve acdo citotdxica em uma relacdo de dose
dependente, principalmente no tempo de 24 h, tanto nas células de S-180 quanto nas células
J774.1, pesquisas com outras linhagens de células sdo necessarios para aprofundar os o

entendimento da acdo da lectina.

Palavras-chave: Bauhinia monandra; lectina de folhas; cromatografia de afinidade;

citotoxidade.
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1. Introducéo

Os polissacarideos e seus derivados sdo considerados um dos polimeros naturais de
maior abundancia na natureza, esses, devido a ampla variedade quimica sdo de significativo
interesse para as industrias (quimica, farmacéutica e alimentar), uma vez que, elas utilizam para
0 preparo de géis sollveis ou viscosos, dispersdo e emulsdes, conhecidos como gomas
(MILLER, 1987). As gomas séo basicamente polissacarideos heterogéneos de cadeia longa, de
elevado peso molecular com ou sem caréter i6nico. Extraidas de sementes, exsudados de
arvores e fermentacdo de microrganismos, além disso, algumas podem ser resultantes de
alteracdes de polissacarideos homogéneos (RODRIGUES, et al.,1993). Possuem caracteristicas
quimicas atoxicas e organolépticas inodora, incolor e insipida (SILVA, et al., 1998). De modo
geral, as gomas apresentam baixo teor calorico e causam pouca ou nenhuma modificagdo no
trato digestivo auxiliando consequentemente na mobilidade e digestdo dos alimentos
(WHISTLER, 1973).

No ambito biotecnoldgico, as gomas sdo utilizadas em reacfes quimicas com a
epicloridrina para o preparo de matriz de colunas cromatograficas de afinidade com gel de
agarose visando a purificacdo de proteinas como as lectinas quem possuem afinidade pelos seus
respectivos carboidratos (MATSUMOTO, et al.,1981).

Alguns estudos indicam a utilizacdo das gomas para a purificacdo das lectinas. Em
especial, a goma de sementes de Leucaena leucocephala (lam.) Wit (Leucaena) foi empregada
para produzir uma matriz de baixo custo a ser utilizada na purificacdo da lectina de sementes
de Trichosanthes anguina que tem afinidade com a galactose (SESHAGIRIRAO, et al., 2005).
A L. leucocephala pertence a familia das Mimosaceae e é amplamente distribuida na maioria
dos continentes (FREITAS, et al., 2001). O principal polissacarideo das sementes de L.
leucocephala é a galactomanana, polimero de cadeia principal que tem como componentes
majoritarios os monémeros de manose e nas suas ramificacdes galactoses em uma razao de 1:5
de manose/galactose (BUCKERIDGE, et al., 1987), ideal para a manufatura de matriz
cromatografica de afinidade com custo reduzido, facil manipulacdo e consideravel eficiéncia
na purificacdo de lectinas que se ligam a galactose.

Devido a sua composicdo quimica e propriedades bioativas, as plantas com fins
medicinais sdo muitas vezes o Unico recurso terapéutico de comunidades e grupos étnicos.

Dentre essas, Bauhinia monandra é considerada uma conhecida planta medicinal; essa espécie
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vegetal é amplamente distribuida no Brasil sendo utilizada principalmente no controle da
glicemia, processos inflamatorios, além de ter acdo diurética. Nas suas folhas foi encontrada
uma lectina com duas subunidades, a maior uma glicoproteina de 33kDa e a menor um peptideo
de 26 kDa, galactose-especifica, a qual foi denominada de BmoLL (Bauhinia monandra Leaf
Lectin); essa proteina € correlacionada com suas atividades bioldgicas (COELHO; SILVA,
2000).

As lectinas em geral sdo vastamente distribuidas na natureza e em particular as de
origem vegetal, sdo proteinas ndo imunoldgicas que aglutinam de maneira seletiva as hemécias,
devido a sua elevada capacidade de se ligar reversivelmente aos seus respectivos carboidratos
(SANTOS, et al., 20014; COELHO, et al., 2012). Participam de diferentes processos bioldgicos
relacionados as estruturas das superficies das celulas (SHARON; LIS, 1989). As propriedades
farmacoldgicas das lectinas tém sido amplamente exploradas e diversos estudos tém
evidenciado seus potenciais a¢des biologicas (MACEDO, et al., 2012), tais como efeito contra
tumores cancerigenos (MEJIA; PRISECARU, 2005). As lectinas estfo sendo apreciadas como
uma promissora terapia no combate ao cancer (LIU; BIAN; BAO, 2010), com propriedades de
se ligarem a carboidratos das membranas das células cancerigenas, estimulando apoptose,
citotoxicidade e como consequéncia inibicdo do crescimento do tumor (MEJIA; PRISECARU,
2005).

Tendo em vista a necessidade de buscar novos compostos naturais para terapia de
células cancerigenas, uma vez, que existem linhagens de células tumorais que apresentam
resisténcia aos quimioterapicos comercias, este estudo teve como objetivo produzir uma matriz
cromatografica de afinidade de baixo custo a partir das sementes da L. leucocephala a fim de
purificar a lectina BmoLL e avaliar suas propriedades bioldgicas de hemaglutinacdo e

capacidade citotoxica em células tanto saudaveis quanto tumorais.
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2. Materiais e métodos

2.1 Preparo do Extrato e das Fragdes das folhas da B. monandra Kurz

As folhas da B. monandra Kurz foram coletadas no campus da Universidade Federal de
Pernambuco, sendo inicialmente lavadas em &gua corrente, com posterior lavagem com agua
destilada. Apds lavagem as folhas foram secas em estufa de circulacdo forcada de ar durante
trés dias a 30 °C. O material seco foi entdo triturado em moinho de lamina cega e peneirado
com malha de 20 Mesh, para uniformizagdo. O pé foi submetido a uma extracdo em tampéo
citrato fosfato 10 mM em pH 6,5 e NaCl 15 mM (10% w/v) durante 12 h em agitacdo branda a
temperatura de 4 °C. Posteriormente, 0 extrato obtido foi filtrado e centrifugado (12.000 g por
15 min). O sobrenadante foi submetido a uma extracéo utilizando sulfato de aménio (F 0-60%)
sob agitacdo magnética moderada durante 4 h em temperatura ambiente. O material foi
submetido a nova centrifugacao (12.000 g por 15 min) e o precipitado coletado foi ressubilizado
com o tampdo de extracdo. Finalmente, o material foi dialisado primeiramente com &agua
destilada (1 h), e em seguida com tampao citrato fosfato em pH 6,5 com NaCl 15 mM (3 h),

sendo realizada a troca do meio a cada hora.

2.2 Preparo de uma matriz de afinidade com reticulado (cross-linked) da goma de

sementes de Leucena leucocephala, CLLSG

Para o preparo da matriz as sementes foram submetidas ao processo de escarificacao
quimica com &cido sulfurico concentrado (PA) durante 6 min. Em seguida, foram lavadas com
agua corrente em abundancia e secas em estufa a 35 °C durante trés dias. O material foi entdo
triturado, em moinho de lamina cega, durante 20 s em poténcia média. O triturado (10 g) foi
homogeneizado com 30 mL de NaOH (3 M) seguido de 3,0 mL de epicloridrina (99%). A
mistura foi levada para estufa permanecendo por 24 h a 40 °C seguida de 6 h a 70 °C
(MATSUMOTO, et al., 1981)]. Os grumos insoltveis foram lavados com &gua destilada
exaustivamente com ajuda de uma peneira de 30 Mesh. Em seguida os grumos foram
equilibrados com uma solucdo de tampao fosfato de s6dio 10 mM em pH 7,2, NaCl 15 mM e

0,02% de azida de sddio, posteriormente usado na cromatografia de afinidade.
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2.3 Purificacdo da BmoLL

No preparo da coluna de cromatografia de afinidade, usou-se 10 mL do suporte insolavel
da goma das sementes da L. leucocephala, o qual foi equilibrado com tampéo citrato de sddio
10 mM pH 6,5 até alcancar a absorbancia zero a 280 nm. Adicionou-se entdo 148,2 mg da
fracdo de 0-60% das folhas de B. monandra na coluna e procedeu uma lavagem com o0 mesmo
tampdo até a absorbancia zero a 280 nm. Para elui¢do foi usado uma solucdo de 50 mM de
galactose em &gua destilada. Foram coletadas as aliquotas de 2 mL das fracdes e separando 0s
que tiveram maior pico de absorbancia 280 nm. Seguido de dialise com tampéo citrato fosfato
(pH 6,5) nas seguintes proporc¢des: para cada 1 mL da aliquota de maior pico se usou 100 mL
de tampdo por 1 h.

2.4 Dosagem de proteina total

A dosagem proteica foi realizada pelo método Lowry et al. (1951). Para cada 200 uL da
amostra e padréo, adicionou-se 1 mL da solugdo C (50 mL da solugédo de 2% NaCOz em 0,1 N
NaOH com 1 mL da solugéo 0,5 % de CuSO4 em 1 % de CsHsNazO-), agitou-se e deixou-se
em repouso por 10 min. Em seguida, adicionou-se 100 pL da solucéo E (reativo de Folin diluido
em agua destilada na proporcdo de 1:1) agitou-se bem e se deixou em repouso em temperatura
ambiente protegido da luz por 30 min. A absorbancia foi mensurada em 750 nm no
espectrofotébmetro (Shanghai Spectrum Instruments SP-22). Albumina do soro bovino (BSA)

como padréo.

2.5 Eletroforese (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida nas condicdes desnaturantes foi feita de
conformidade com a literatura (LAEMMLI, 1970). As proteinas usadas como padrdo foram a
fosforilase b (97 KDa), albumina do soro bovino (66 KDa), ovalbumina (45 KDa), anidrase
carbonica (30 KDa), inibidor de tripsina (20,1 KDa) e a- lactoalbumina (14,4 KDa), adquiridas

pela GE Healthcare. Os géis foram corados com azul de Coomassie brilhante G 250.
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2.6 Teste de atividade hemaglutinante

Os eritrécitos foram adquiridos de coelhos machos da raca Nova Zelandia e processados
com glutaraldeido conforme descrito por (BING; WEYAND; STAVITSKY, 1966). A
determinag&o da atividade hemaglutinante (AH) foi realizada em placas de 96 pocos com fundo
U definida com a diluicdo da amostra mais baixa que mostrou atividade hemaglutinante
(CORREIA; COELHO, 1995). A atividade hemaglutinante especifica (AHE) corresponde a
AH dividida pela concentracao de proteinas em miligramas.

2.7 Ensaio de citotoxicidade

As duas linhagens de células utilizadas foram macrofagos J774A.1 e sarcoma-180 (S-
180), linhagem maligna, heterogénea, de células de tumor de camundongos de origem
mesodérmica (Debnath et al., 2017). As células foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) suplementado com soro fetal bovino (10%) e penicilina-
estreptomicina (1%) a 37°C e 5% de CO>. A viabilidade celular foi avaliada a partir do ensaio
de MTT (3-(4,5-dimethylthiaxolone-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid (Alley, et al., 1988;
MOSMANN, 1988). As células foram inoculadas em placas de 96 pocos, a uma densidade de
1x10* (J774A.1) e 1x10° (S-180) células/mL em cada pogo e incubadas por 24h. Em seguida,
a BmoLL foi diluida em meio de cultura ndo suplementado obtendo concentracdes finais de
1,09; 2,18; 4,37; 8,75 e 17,5 pug/mL, foi adicionada e incubada por 24 h. Em seguida, 25 pL
de solucdo de MTT (5 mg/mL) foram adicionados em cada poco, e a placa incubada durante 3
h. Posteriormente o sobrenadante foi removido e 100 uL. de DMSO (dimethylsulfoxide) foram
adicionados para solubilizar os cristais de formazan formados pelas células viaveis. A
absorbéancia foi medida em Leitor de Microplaca (BioteK EIx808) no comprimento de 630 nm.
A citotoxicidade foi expressa em viabilidade celular: (Aps da populagéo celular tratada X 100 /

Aspsda populacédo celular ndo tratada).

2.8 Andlises estatisticas

Os resultados da analise citotoxica estdo dispostos como média + SD, p<0,05 e foram
submetidos a ANOVA seguido pelo Bonferroni utilizando-se o programa GraphPad Prisma
5.0.



68

3. Resultados e Discussao
3.1 Purificacdo da BmoLL

A BmoLL mostrou-se uma lectina com uma elevada afinidade pela matriz da goma da
L. leucocephala, com uma purificacdo de proteina estimada de 0.297 mg/mL, o que equivale a
um grau de pureza 275 vezes a mais em relagdo ao extrato bruto e mantendo a sua atividade
hemaglutinante especifica de 6895 como esta exposto na Tabela 1. A goma das sementes da L.
leucocephala possui a galactomanana como principal carboidrato, o qual tem cadeia principal
constituido de B-(1—4) D- manopiranosil com ramificagdes a (1—6) D-galactopiranosil em
uma proporcdo de 1:5 (FAROQUI, et al., 1985). A mesma propor¢cdo de mondmeros
encontramos na goma das sementes da Cyamopsis tetragonolobus (L.) Taub., a qual temagoma
guar como o produto mais usado na biotecnologia (Anderson, 1949). No entanto, a quantidade
de galactomananas nas sementes da C. tetragonolobus é mais do que trés vezes a quantidade
das sementes de L. leucocephala (BUCKERIDGE, et al., 1987); essa diferenca ndo é um
obstaculo uma vez que as sementes da L. leucocephala € abundante e perene durante as estacdes
do ano (CHRISPEELS, et al., 1986).
Tabela 1 — Atividade hemaglutinante (AH) foi determinada em eritrocitos glutarizados de
coelho 2,5%. Atividade hemaglutinante especifica (AHE) corresponde a divisdo da AH pela
concentracdo de proteina. Purificacdo corresponde a atividade especifica das fracdes dividida

pela atividade especifica hemaglutinante do extrato.

Amostra HA Proteina Especifica Purificacéo
(titer™h (mg/mL) HA (vezes)
Extrato (Py 512 20 25 1.0
Fracdo 0-60% (NH4).SO; (P2) 1024 2.15 476 19,04
BmoLL (Ps) 2048 0.297 6895 275,8

Um dos métodos mais empregado para purificacdo de lectinas é a cromatografia de afinidade,
posto que explora a sua capacidade de se ligarem por interacdes eletrostaticas e forcas de Van

Der Waals, de maneira reversivel aos seus carboidratos em sua fase estacionaria pela qual tem
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afinidade (LEHR, 2000). Os dados obtidos na purificacdo e apresentados na Tabela 1 estdo de
acordo com os resultados obtidos anteriormente por Coelho e Silva (2000).

Uma aliquota de 25,8 mg da fragdo 0-60% (P,) foi aplicada em uma coluna de 1,5 x 10
cm com CLLSG (cross-linked Leucaena seed gum Matrix) Fig.1 alcangando 0,297 mg/mL de
BmoLL com uma atividade hemaglutinante especifica de 6895.

Os resultados mantiveram os patamares durante trés repeticdes de purificacdo com a
mesma coluna e que posteriormente verificou-se uma diminuicdo da eficiéncia da coluna de
cromatografia de afinidade, fato esse que pode ser explicado pela saturacdo dos residuos de
galactose. A melhor adsorcéo seletiva foi com uma solugdo de 30 mM de galactose em agua

destilada.
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Figura 1 — Cromatografia de afinidade com a coluna de 10 mL CLLSG. (Esferas pretas,
absorbancia 280 nm; quadrados vermelhos log AH) L25,8mg da fracdo 0-60%(P2) foram
aplicados na coluna de 10 mL sobre um fluxo de 36 mL/h™ e eluida com 30mM de galactose,
aliquotas de 2mL (Ps) e liofilizada. A coluna foi lavada com uma solucédo de 1 M de NaCl e

posteriormente equilibrada com tampéo fosfato citrato 100 mM com 150 mM de NaCl.
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3.2 Eletroforese de SDS-PAGE

A eletroforese da BmoLL, em condigcdes de tempo e pH controlados, a partir de gel de
SDS PAGE revelou uma Unica banda como pode ser observado na Figura 2. Em proteinas
nativas com peso relativo de 33 KDa, essa condicdo € aparente uma vez que em condicdes
desnaturantes com [-mercaptoethanol SDS-PAGE nos revelou uma segunda banda de
aproximadamente 26 KDa (Fig. 3); esses mesmos resultados estéo alinhados com a literatura
(COELHO; SILVA, 2000), onde revela que a porcdo de maior peso é glicosilada, desse modo
sugerindo que ela seja conjugada. Em sua maioria as lectinas vegetais sdo compostas de mais
de uma subunidade, variando de dois a quatro monémeros e as formas monoméricas sao raras
(POVINELI; FINARDI, 2002). Algumas lectinas tém duas subunidades, um exemplo é a
lectina do germe de trigo (WGA) que tem duas cadeias idénticas com peso molecular de 35
KDa em pH neutro (NAGATA; BURGER, 1974). No entanto as formas mais encontradas séo
de quatro subunidades, como na lectina de Canavalia ensiformis (Con A) (CHRISPEELS, et
al.,1986).

Figura 2 — Eletroforese de BmoLL em condigdes desnaturantes com [3-mercaptoetanol SDS-
PAGE gel 3-12% (faixa A) e sem B-mercaptoetanol PAGE gel 3-12% (faixa B), as proteinas
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usadas como padrao: B-fosforilase (1), alboumina (2), ovoalbumina (3), anidrase carbdnica (4).
Todas foram coradas com azul de Coomassie Brilhante G 250.

3.3 Ensaio de citotoxicidade

No presente estudo, os resultados mostram que houve uma relacdo dose-dependente,
principalmente no tempo de 24 h, tanto nas células de S-180 quanto nas células J774.1, ou seja,
guanto maior a concentracdo menor a viabilidade celular (Figura 4). O segmento dose
dependente da BmoLL também foi notado em seus efeitos anti-inflamatdrios e antinociceptivos
(CAMPQS, et al., 2016). Esse método colorimétrico mede a atividade metabdlica das células.
Portanto, células viaveis convertem o MTT, de cor amarela, em cor pdrpura (SILVA, et al.,
2019)

Nas celulas de S-180, os resultados de viabilidade celular foram de 94.5, 89.9, 71.3,
59.4, 56.1% no tempo de 24 h nas concentracbes de 1.0, 2.1, 4.3, 8.7 e 17.5 pg/mL
respectivamente. Esses resultados foram significativos na concentracdo de 4.3, 8.7 e 17.5
pg/mL (Figura 3A). E importante destacar que mesmo em concentracdes t3o baixas, a BmoLL
foi capaz de inibir de forma conveniente as células tumorais do S-180. Sendo assim, é possivel
gue com o aumento da concentracdo da BmoLL, além de 17.5 pg/mL, haja uma reducdo maior
na viabilidade celular promovendo atividade ainda mais eficiente, assim sendo um agente
promissor no combate a essas células.

Os dados apresentados na figura 3A estdo de acordo com uma lectina extraida a partir
do rizoma de Setcreasea purpurea. Ela apresentou viabilidade de 50% na concentragédo de 0,5
pg/mL na célula de CNE-1 (uma célula do carcinoma nasofaringe humano bem diferenciada
em 24 h de incubacdo (Yao et al. 2010) consideraram esses resultados como potente efeito
inibidor.

Entretanto, nas células J774.1, a porcentagem de células vivas foi de 72.3, 66.4, 65.8,
59.2, 50.8% no tempo de 24 h nas concentracbes de 1.0, 2.1, 4.3, 8.7 e 17.5 ug/mL
respectivamente (Figura 3B). Moléculas téxicas para macrofagos sdo importantes para
combater infec¢bes intracelulares. Por exemplo, no caso da tuberculose, 0 Mycobacterium
tuberculosis (patdgeno intracelular) invade macrofagos e causa tuberculose (LIRA, et al.,
2009). Em outros estudos, a citotoxicidade da BmoLL foi avaliada em cepas de Escherichia

coli e ndo apresentou citotoxicidade contra elas (SISENANDO, et al., 2009). Lectinas das
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sementes de Bauhinia forficata BfL foi eficaz em células malignas de cancer de mama humano
MCF7 na concentragdo de 10 uM no tempo de 48 h 0 que ndo aconteceu com concentragdes
menores onde houve um aumento de células viaveis (SILVA, et al., 2009). Essa mesma lectina
ndo se mostrou eficaz em células benignas de cancer de mama MCF 10A. Lectinas tém mais
afinidade por células tumorais pelo fato destas apresentarem muitos receptores glicoproteinas
e glicolipidios alterados na superficie celular (FAHEI NA-MARTINS, et al.,2011; HEINRICH,
et al. 2005).
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Figura 3 — Viabilidade celular da BmoLL em Sarcoma 180 (S-180) (A) e J774A.1 (B).
Diferencas estatisticas com o controle foram determinadas pela ANOVA seguido de
Bonferroni, *P < 0,05 vs Controle. Cada valor determina a média £SD de trés experimentos

independentes. Incubac6es de 24 h.

4. Conclusao

A manufatura da matriz com a goma da semente da Leucaena e sua aplicacdo na
purificacdo de lectinas, que se ligam em especial a galactose, mostrou-se eficiente na
purificacdo da BmoLL em quantidades de miligramas e de baixo custo. Sementes que tenham
galactomananas, em especial as leguminosas, com quantidade elevadas de galactose em suas

ramificacOes, podem ser usadas na fabricacdo de novas matrizes para cromatografia de
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afinidade. A BmoLL mostrou citotoxicidade frente as linhagens de células J774A.1 e S-180 nas
concentracdes de 17,5 pg/mL reduzindo a sua viabilidade celular no tempo de 24 h em
aproximadamente 50%.
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RESUMO

Caramujos Biomphalaria glabrata sdo os principais vetores de esquistossomose no Brasil e a
busca por moluscicidas naturais interrompendo o ciclo evolutivo do parasita é necessario. As
plantas do género Bauhinia sdo amplamente encontradas em continentes endémicos para a
doenca e folhas de B. monandra contém a lectina BmoLL com acéo biocida. O rastreamento de
substancias naturais que apresentem potencial moluscicida e embriotoxico e que ndo tenha
impacto no meio ambiente, é muito relevante para o controle da esquistossomose. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de extrato salino de B. monandra sobre embriGes em blastula
de B. glabrata, e caramujos adultos e monitoramento ambiental com Artemia salina.
Cromatografia em Camada Delgada detectou derivados cinamicos, flavondides e saponinas;

concentracdo de proteina (21,2 mg/mL) e atividade hemaglutinante especifica, AHE (96,6)
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confirmaram a presenca de lectina. Na concentracdo de 100 pg/mL, o extrato obteve 88,7% de
inviabilidade, enquanto a 200 pg/mL, 100% de embribes inviaveis. Para os caramujos adultos,
a concentracdo de 4000 pg/mL obteve 90% de mortalidade, porém de forma acumulativa ao
longo de 96 h. Na avaliagdo da ecotoxicicidade, o extrato demonstrou elevada mortalidade em
A. salina mesmo nas menores concentragdes. Em concluséo, o extrato salino de B. monandra
podera ser utilizado como alternativa no controle populacional do vetor, porém de forma

pontual em localidades com alta endemicidade devido seu impacto no meio ambiente.

Palavras-chaves: Efeito embriotoxico, Esquistossomose mansonica, Potencial Moluscicida,
Lectina, Ecotoxicicidade.

1. INTRODUCAO

As plantas tém sido usadas como fontes de matéria prima desde a Pré-Historia; é
perceptivel que nas Gltimas quatro décadas tem havido um ressurgimento do interesse no estudo
e utilizacdo de produtos derivados de plantas (Cagliari et al., 2018; Oliveira et al., 2020). De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 85% de toda popula¢do mundial
fazem uso de extratos de plantas para resolucdo de problemas direcionados para atencao
primaria a saude (Brasil, 2012) por exemplo, atividade moluscicida de plantas como alternativa
profilatica na transmissdo da esquistossomose (Albuquergue et al., 2014; Rocha-Filho et al.,
2015).

A esquistossomose acomete mais de 220 milhGes de pessoas em 78 paises e territorios
no mundo (WHO, 2020). No Brasil a doenca é endémica em 19 Estados, com estimativa entre
4-6 milhdes de infectados; a esquistossomose € transmitida por moluscos do género
Biomphalaria sendo o B. glabrata o principal vetor por liberar milhares de cercarias
diariamente no ambiente aquéatico, e em 3 meses um Unico molusco gera 10 milhGes de
descendentes (Scholte et al., 2012; Coelho e Caldeira, 2016). O Estado de Pernambuco é um
dos que apresenta a maior taxa de prevaléncia com mortalidade cinco vezes superior a média
nacional (Pernambuco, 2014; Barbosa et al., 2014).

A OMS recomenda o controle populacional dos moluscos com a aplicacdo do
moluscicida niclosamida (Baylucide, Bayer®) apenas em localidades que apresentam elevada

prevaléncia da esquistossomose, devido a sua alta toxicidade para espécies ndo-alvo, como



79

peixes, plantas e outros organismos presentes no ecossistema aquatico (Oliveira-Filho;
Paumgartten, 2000; WHO, 2017). Assim, ha uma urgente necessidade de investimento em
pesquisas que possam contribuir com novas alternativas moluscicidas com acéo eficaz,
biossegura e elevada seletividade. Esse cenario encoraja nosso Grupo de Pesquisa por produtos
naturais bioativos no controle populacional dos moluscos B. glabrata, agente infeccioso
(cercérias de S. mansoni) e avaliacdo da ecotoxocidade ambiental com bioindicadores de
referéncias (Albuquerque et al., 2014; Rocha-Filho et al., 2015; Aradjo et al., 2019; Silva et al.,
2019).

Neste contexto as plantas do género Bauhinia (Familia das Fabaceae) sdo amplamente
encontradas nos continentes onde é relatada endémicidade para a esquistossomose, tais como
na Africa, Asia, bem como América Central e do Sul (Nworie; Okorie, 2018). No Brasil, a
Bauhinia monandra é conhecida popularmente como "pata-de-vaca" e diversas aplicacdes
biotecnologicas para as folhas e isolados da planta ja foram reportadas (Cagliari et al., 2018;
Oliveira et al., 2020). Por exemplo, uma lectina, proteina que se liga ao carboidrato galactose,
por reconhecimento especifico e reversivel, foi purificada & homogeneidade das folhas de B.
monandra (BmoLL, B. monandra Leaf Lectin) e apresentou atividade inseticida sobre
Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae), Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus
maculatus (Coleoptera: Bruchidae) (Coelho; Silva, 2000; Macedo et al., 2007).

Além disso, outros resultados muito promissores foram observados com endofiticos
isolados das folhas da B. monandra, sendo reportadas acdes fungicida e bactericida (Ramos et
al., 2016; Araujo-Melo et al., 2017). Em relacdo ao parametro de toxicidade utilizando o modelo
bioindicador ambiental Artemia salina a BmoLL néo afetou a sobrevivéncia de nauplios, nem
mesmo em elevadas concentracfes de 250-1.000 pg/mL (Araujo et al., 2019).

Apesar dos derivados de folhas de B. monandra apresentarem atividades biocidas
promissoras no controle populacional de pragas ou micro-organismos indesejaveis, ainda nao
ha estudos gque reportem a toxicidade de preparacdes de folhas contendo a lectina BmoLL no
controle populacional de caramujos de B. glabrata, agente infeccioso da esquistossomose
mansoénica e sobre A. salina (bioindicador de toxicidade ambiental). Assim, nosso objetivo é
avaliar a toxicidade do extrato salino sobre embriGes e caramujos adultos de B. glabrata e

realizar ensaio de ecotoxicidade com A. salina.
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3. METODOLOGIA

2.1 Obtencao do extrato salino

Para a obtengdo do extrato salino foi adicionado p6 de folhas de B. monandra 10 % (p/v)
(10 g) a 100 mL em uma solugéo salina de NaCl 0,15 M. A mistura foi mantida durante a noite
a 4 ° C sob agitacdo suave usando um agitador magnético; o material foi filtrado através de
gaze e centrifugado por 15 min a 12.000 g a 4 °C. O sobrenadante foi liofilizado e estocado em
freezer -20°C.

2.2 Teste de atividade hemaglutinante

Os eritrocitos foram obtidos de coelhos machos da raga Nova Zelandia conforme
descrito por Bukantz (1946); as hemacias foram processadas com glutaraldeido (BING;
WEYAND; STAVITSKY, 1967). A determinacdo da atividade hemaglutinante (AH) foi
realizada em placas de 96 pogos com fundo U definida com a diluicdo da amostra mais baixa
que mostrou atividade hemaglutinante (CORREIA; COELHO, 1995). A atividade
hemaglutinante especifica (AHE) corresponde a AH dividida pela concentracdo de proteinas

em miligramas.

2.3 Analise fitoquimica por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

2.3.1 Preparo das amostras

Foi pesado 10 mg do extrato de folhas de B. monandra e solubilizado em metanol para

baldo volumétrico de 5 mL. Em seguida, aliquotas foram transferidas para tubos eppendorfs.
2.3.2 Cromatografia em Camada Delgada
Todos os padrdes foram preparados na concentracdo de 0,5 mg/mL em metanol P.A. em

tubos eppendorf. As amostras e os padrdes foram aplicados de forma manual em placas

cromatograficas de silica gel 60 - F254 (Macherey-Nagel®, Alemanha). As placas foram
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desenvolvidas em cubas apds saturagdo com a fase movel (Tabela 1). A cuba foi saturada
durante 15 min, em temperatura ambiente. As bandas foram aplicadas com largura de 0,5 cme
com uma distancia entre elas e das bordas das placas de 0,5 cm. O tamanho da largura e do
comprimento das placas cromatograficas foi de 10 cm. As amostras foram aplicadas a 0,5 cm
da origem e com término 0,5 cm do final da placa. Apds a eluicdo das placas, foram secas em
temperatura ambiente, e observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz visivel sendo em
seguida digitalizadas. Na sequéncia foram reveladas com reagentes especificos para cada
metabdlito. As bandas obtidas foram comparadas as bandas dos padrdes correspondentes.

Tabela 1 — Condic6es cromatograficas para identificacdo do perfil quimico por Cromatografia

em Camada Delgada.

Classe de metabolito Sistema Padrao Revelador
Derivados Cinamicos (90:5:5) Acido cafeico AICI3
Flavonoides (90:5:5) Quercetina AICl3

Taninos hidrolisaveis (90:5:5) Acido galico FeCl3

Taninos Condensados (90:5:5) Catequina Vanilina Cloridrica + A
Cumarinas (50:50:50) Cumarina KOH
Terpenos/Esteroides (90:10) [-sitosterol Liebermann-Burchard + A
Saponinas (16:10:2,5) Escina Liebermann-Burchard + A
Antracenicos (20:30:15:0,5) Senosideo B HNOs + A + KOH
Acucares (100:11:11:26) Glicose Timol + H2SO4 + A
Alcaloides (70:20:10) Piperina Dragendorff

AICIz: Cloreto de aluminio a 5% em metanol; FeCls: Cloreto férrico; A: Aquecimento; KOH:
hidroxido de potassio; HNOs: Acido nitrico; H2SO4: Acido sulfdrico. 90:5:5 = Acetato de etila,
acido formico e agua; 50:50:50 = Tolueno, éter etilico e acido acético glacial (saturacao); 90:10
= Tolueno, acetato de etila; 100:11:11:26 = Acetato de etila, &cido acético glacial, acido formico
e agua; 16:10:2,5 = Cloroférmio, metanol e agua; 20:30:15:0,5 = Acetato de etila, alcool n-

butilico, agua e acido acético glacial; 70:20:10 = Tolueno, acetato de etila, dietilamina.
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2.4 Avaliacdo da atividade do extrato salino de Bauhinia monandra sobre embrides e
caramujos adultos da Biomphalaria glabrata

Embrides (n=100) nos estagios de blastula (0% a 152 h), foram expostos durante 24 h ao
extrato salino de B. monandra em diversas concentragdes em placas petri com volume final de
8,0 mL. O grupo controle negativo foi efetuado com &gua filtrada declorada e o grupo positivo
com niclosamida na concentracdo de 1 mg/mL. Apds a exposicdo os embribes foram lavados
(Agua filtrada declorada) e transferidos para placas novas com agua filtrada declorada, sendo
monitorados durante 7 dias para serem avaliados quanto a sua viabilidade (normais) e
inviabilidade (malformacGes e mortos) (Araujo et al., 2018b). Dois experimentos foram
realizados independentes, em triplicata.

Caramujos adultos (n=10) com 10-14 mm de didmetro de concha, foram expostos ao
extrato de B. monandra em durante 24 h, em diversas concentracdes, com volume final de 60
mL para cada solugdo. Apds a exposicdo, os caramujos foram lavados e observados diariamente
durante 7 dias, e a taxa de mortalidade foi registrada diariamente. O grupo controle negativo
foi realizado nas mesmas condicdes apenas com agua filtrada declorada. A niclosamida foi
utilizada para o controle positivo, na concentracdo de 1 pg/mL (WHO, 1965). Dois

experimentos foram realizados independentes, em triplicata.

2.5 Avaliacao da ecotoxicidade ambiental utilizando a Artemia salina ap0s exposi¢cdo ao

extrato salino da Bauhinia monandra

Ovos encistados de A. salina foram colocados em um béquer com 500 mL de agua do
mar (pH 8,0) e aeracdo constante em temperatura ambiente (25 £ 3 ° C) por 48 h. Apds a
eclosdo, as larvas foram coletados e divididas em grupos experimentais (n = 10) com a ajuda
de um estereomicroscopio (Wild M3B, Heerbrugg, Suica) da seguinte forma: controles
negativos (4gua do mar), positivo (1,0 pg/mL de niclosamida) e o extrato em diversas
concentracdes por 24 h a 25 + 3 °C, de acordo com o procedimento descrito por Meyer et al.
(1982).
Dois experimentos foram realizados em quadruplicado com um total de 80 amostras por
tratamento, e avaliagbes de mortalidade e sobrevivéncia de larvas foram realizadas por

observacao de mobilidade com a ajuda de um estereomicroscopio.
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2.6 Analise estatistica

Os desvios padrao (DP) foram expressos como médias replicadas + DP e as diferencas
significativas entre os grupos de tratamento foram analisadas pelo teste t de Student
(significancia p <0,05) utilizando o GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, Califérnia, EUA). As concentracdes letais (CL) necessérias para matar
10%, 50% e 90% dos embribes, larvas e moluscos foram calculadas pela analise Probit com
um intervalo de confianca de 95% usando o software StatPlus® 2009 (Soft Analyst, Vancouver,
BC, Canadad).

3. Resultados e Discussao
3.1 Perfil fitoquimico e analise da atividade hemaglutinante

Ap0s 0 processo de extracdo utilizando tampao citrato-fosfato contento NaCl foi obtido
0 extrato salino das folhas de B. monandra apresentando rendimento de 0,45 mg/100 mL,
equivalente a 0,45%. Na analise fitoquimica por CCD o extrato revelou a presenca agucares,
saponinas, flavonoides e derivados cindmicos (Tabela 1). No entanto, taninos hidrolisados e
condensados, cumarinas, terpenos/esteroides, antracenicos e alcaloides ndo foram
identificados. A analise quimica da preparacdo apresentou elevados teores de proteinas (21,2
mg/mL), atividade hemaglutinante (AH) de 2048 e atividade hemaglutinante especifica (AHE)
de 96,6. Dessa forma, a presenca de AH no extrato confirma a presenca da lectina BmoLL, o

que corrobora com os resultados obtidos em outros estudos.

Tabela 2 — Perfil fitoquimico obtido da cromatografia de camada delgada (CCD) do extrato

das folhas de B. monandra.

Classe de metabdlito Extrato salino

Derivados cinamico +

Flavondides +

Taninos hidrolisaveis -

Taninos condensados -
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Cumarinas -

Terpenos/Esterdides -

Saponinas +

Antracenicos -

Aculcares +

Alcaléides -

Presenca (+), auséncia (-) ou banda com baixa intensidade do composto.

3.2 Avaliacdo da toxicidade do extrato sobre embrides e caramujos adultos de B.
glabrata

O extrato de B. monandra apresentou toxicidade sobre os embrides de B. glabrata. O
estagio de blastula apresentou 87,66% e 33,66% de inviabilidades nas concentracdes de 100 e
25 pg/mL respectivamente (Figura 1). Além disso, na concentracdo de 200 pg/mL, todos 0s

embrides apresentaram inviabilidade, demonstrando ser um moluscicida eficiente e promissor.

Figura 1 — Embriotoxicidade do extrato sobre embrides no estagio de blastula
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Resultados semelhantes foram observados com os testes de embriotoxicidade sobre B.

glabrata com a amida piplartina de Piper tuberculatum (Rapado et al., 2013) que mostraram



85

eficacia para o estagio de blastula. Essa elevada suscetibilidade do extrato salino pode ser
atribuida a forte proliferacdo celular observada. Ainda nessas fases, 0s organismos parecem
estar mais sujeitos a sofrer efeitos teratogénicos e letais devido ao tratamento quimico mesmo
que sejam expostos em curtos periodos ou intervalos de tempo (exposi¢do aguda) (Tallarico et
al., 2014; Buri¢ et al., 2015; Gombeau et al., 2017).

J& em caramujos adultos o extrato salino de B. monandra apresentou percentual de
mortalidade de 16.6% na concentragdo de 4000 pg/mL quando avaliado no tempo de 24 h.
Todavia, apresentou um nivel gradativo de toxicidade ao longo dos 7 dias de exposicéo (48h)
com individuos adultos de B. glabrata, alcangando taxas de mortalidade de 63% a 100% (500
- 4000 pg/mL) (Figura 2). Resultados similares foram encontrados em estudos de Amanda
(2019) em que caramujos adultos expostos foram expostos a cloridrato de polihexametileno
biguanida durante o periodo de 96 h para avaliar a mortalidade. Além disso, outros trabalhos
como o de Xiao Shen (2018) e Lingpeng Dai (2011) avaliaram também a mortalidade de
caramujos (Pomacea canaliculata) por um periodo superior a 24 h.

Figura 2 — Mortalidade dos caramujos adultos B. glabrata pelo extrato de B. monandra
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3.3 Avaliacao dos parametros de fertilidade e fecundidade

Quando avaliada a fertilidade dos caramujos adultos expostos, no grupo controle
apresentaram 4.31% de embrides inviaveis. Enquanto nas concentragdes de 500, 1000, 2000,
3000 e 4000 pg/ml, os embrides demonstraram 5.37, 5.88, 9.31, 10.47 e 11%, respectivamente
para cada concentracdo. Quanto a fecundidade de B. glabrata, os resultados demonstraram uma
diminuicdo do quantitativo de ovos apds 7 dias de observacdo com reducdo de
aproximadamente 11%, 28%, 33%, 50% e 53%, respectivamente para as concentragdes de 500,
1000, 2000, 3000 e 4000 pg/ml (Figura 3).

Figura 3 — Total de embrides de B. glabrata apds 7 dias pos-exposicao ao extrato salino.
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Nos estudos de Jaqueline et al. (2019 e Araujo et al. (2018) é relatada a diminuicdo na
fecundidade e fertilidade de B. glabrata sobreviventes pds exposi¢do a curcumina e ao acido

snico, dados esses que estdo em consonancia com nossos resultados.
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3.4 Ecotoxicidade ambiental com Artemia salina

A avaliacdo do extrato de B. monandra sob a A. salina demonstrou elevados niveis de
letalidade, até mesmo na menor concentragdo (Figura 4).

Figura 4 — Ecotoxicidade do extrato de B. monandra sobre Artemia salina
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Resultados semelhantes foram também observados com o extrato de Cratylia mollis
(Araujo, 2003), bem como o extrato de Curcuma longa (SILVA FILHO et al., 2009), em que

foram observadas também toxicicidade ambiental quando avaliadas sobre A. salina.

4. Conclusido

Os dados deste trabalho demonstraram efeitos toxicos do extrato salino da B. monandra sobre
embrides em estagio de blastula do molusco B. glabrata. O extrato também foi eficiente no
combate aos caramujos adultos de forma gradativa tendo seu pico de efeito ao final de 4 dias.
Porém quando avaliado sobre A. salina, o extrato demonstrou toxicidade. Portanto, o extrato
salino de B. monandra podera ser utilizado como alternativa no controle populacional do vetor,

porém de forma pontual, em localidades com elevada endemicidade, devido ao seu impacto no
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meio ambiente. Consequentemente, extrato salino é uma alternativa promissora no combate ao

vetor da esquistossomose.
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5 CONCLUSOES

BmoLL purificada em gel de guar foi altamente imunogénica, induzindo o
desenvolvimento de IgG anti-BmoLL no soro de coelho. O ensaio de rendimento de
imobilizacéo foi eficaz para detectar 1gG anti-BmoLL imobilizado na superficie do eletrodo; a
concentracdo de 0,11 mg/mL foi mais estavel apds as etapas de lavagem. O imunosensor
eletroquimico baseado no 1gG anti-BmoLL foi sensivel a revelar as alteracfes ocorridas em
diferentes concentracdes de BmoLL ap0s interagir com o IgG anti-BmoLL. O sistema foi
especifico para reconhecer BmoLL, ndo mostrando nenhuma interacéo significativa entre 1gG
anti-BmoLL e Con A.

A confeccdo de matriz na purificacdo de lectinas, que se ligam em especial a galactose,
mostrou-se eficiente na purificagdo da BmoLL em quantidades de miligramas e de baixo custo
e facil aquisicdo. Sementes que tenham galactomananas, em especial as leguminosas, com
quantidades elevadas de galactose em suas ramificacfes, podem ser usadas na fabricacdo de
novas matrizes para cromatografia de afinidade. A BmoLL mostrou citotoxicidade frente as
linhagens de células J774A.1 e S-180 nas concentragcdes de 17,5 pg /mL reduzindo a sua
viabilidade celular no tempo de 24 h em aproximadamente 50%.

Os efeitos toxicos do extrato salino da B. monandra sobre embrifes em estagio de
blastula do molusco B. glabrata foram bastante satisfatorios ao reduzir a viabilidade em 100%
em uma concentracdo minima de 200 pg/mL. O extrato também foi eficiente no combate aos
caramujos adultos de forma gradativa tendo seu pico de efeito ao final de 4 dias, e reduzindo
em 50% a fecundidade dos caramujos adultos. Porém quando avaliado sobre A. salina, o extrato
mostrou-se toxico. Portanto, o extrato salino de B. monandra podera ser utilizado como
alternativa no controle populacional do vetor em areas com alta prevaléncia, sendo uma

alternativa de baixo custo em regides endémicas.
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Abstract

Carbohydrates perform important physiological functions in eukaryotic and prokaryotic cells. Indeed,
alterations in glycan patterns may be associated with disorders. The analysis of these sugars can be
reached using nanoprobes composed by lectins associated with fluorescent nanoparticles. This study
reports the conjugation of a galactose-binding lectin (BmoLL) isolated from Bauhinia monandra
leaves with quantum dots (QDs) by adsorption. QDs-BmoLL conjugates showed bright fluorescence
and the hemagglutination assay revealed that the lectin preserved its carbohydrate-binding ability after
the conjugation. To evaluate the efficiency/specificity of the bioconjugate, ABO human red blood
cells (RBCs) were used as biological models and the labeling was analyzed by flow cytometry. Among
ABO blood groups, higher labeling (71.7 + 5.9%) was detected for B-type RBCs, whose antigens have
galactose in their structure. The specificity of labeling was confirmed since A- and O-types RBCs
incubated with QDs-BmoLL, as well as B-type cells incubated with previously galactose-inhibited
conjugates, were labeled below 6%. In AB-type RBCs, which simultaneously have B and A (N-
acetylgalactosamine) antigens on their membrane, the labeling was ca. 14.1 £ 4.8%. Therefore, a
successful conjugation was reached and QDs-BmoLL conjugates can be considered promising

fluorescent nanoprobes for biological investigations.

1. Introduction

Sugars are considered the third alphabet oflife, in which
the other two are formed by nucleotides and amino acids
[1]. These carbohydrates can be found in nature in the
form of polysaccharides or glycoconjugates present on
the surface of pro- and eukaryotic cells. The glycobiology
studies the interaction of these molecules with others as
well as their participation in biological processes [2].
Glycans perform different biological functions, from
structural to modulatory roles, which involve nutrient
storage and sequestration, cell differentiation, prolifera-
tion, and adhesion, among others [3].

In order to understand the numerous biological
processes involving glycans, the study of these

molecules can be performed using proteins named lec-
tins, which specifically recognize and bind to carbohy-
drates. Lectin binding to its target sugar can be revealed
by using fluorescent semiconductor nanoparticles such
as the quantum dots (QDs) [4]. In the biomedical field,
QDs have numerous advantages over conventional
organic fluorophores: for example, QDs have a narrow
fluorescence emission tuned by their size, broad
absorption spectra, high resistance to photobleaching,
and an active surface for functionalization with biomo-
lecules or even other nanoparticles [5].

Different lectins have been conjugated to QDs to
render fluorescent nanoprobes that have been success-
fully applied in glycobiological investigations. Con-
canavalin A (Con A) and Cramoll lectins were

© 2020 I0P Publishing Ltd
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conjugated to QDs to study glucose/mannose profile
in benign and malignant breast tissues [6, 7], and also
in Candida cells [8, 9]. Conjugates based on Ulex euro-
paeusagglutinin I (UEAT) and QDs were prepared and
applied for the investigation of H antigen in red blood
cells (RBCs) [10]. Additionally, jacalin (a galactose-
binding lectin) was effectively conjugated to QDs and
recognized chronic myeloid leukemia K562 cells[11].

BmoLL is a galactose-specific lectin isolated from

Bauhinia monandra leat, a plant popularly known as
pink bauhinia, orchid tree, and Napoleon’s plume and
called in Brazil as ‘pata-de-vaca’. B. monandra has
been used in folk medicine as an antidiabetic and anti-
oxidant agent [12—14]. BmoLL is a heterodimer com-
posed of a glycosylated polypeptide chain of 33 kDa
and a non-glycosylated polypeptide of 26 kDa [12].
Insecticidal, anti-inflammatory, and antinociceptive
activities of BmoLL have been reported [15, 16] and
this lectin was not toxic to mice when orally adminis-
tered at a dose of 2000 mgkg ' [17]. BmoLL was also
employed in a biosensor to differentiate dengue ser-
otypes [18]. Additionally, the possibility of using
BmoLL in drug delivery systems has encouraged
researchers to incorporate this lectin into nano-
particles based on a core of polyester and a shell with
polysaccharide [19] as well as on the surface of lipo-
somes [20].

To join the advantages of the valuable properties of
BmoLL and QDs in a single nanoplatform, the aim of
this study was to conjugate this lectin with water-dis-
persed carboxyl coated cadmium telluride (CdTe)
QDs by a simple and efficient strategy. Additionally,
the specificity of the QDs-BmoLL conjugates was
investigated by using the ABO blood group from
human RBCs as a biological model. We believe that
this novel fluorescent nanoprobe has the potential to
be applied in a variety of glycobiology studies, in which
the galactose carbohydrate is involved.

2. Experimental procedures

2.1. Purification of BmoLL

Leaves of B. monandra were collected at the campus of
the Federal University of Pernambuco at Vitéria de
Santo Antio, Pernambuco, Brazil. Then, the leaves
were washed, dried, and ground to obtain the flour. An
extract was prepared by mixing the flour (in a
proportion of 10%, w/v) with 10 mM citrate-phos-
phate buffer (CPB) at pH 6.5 containing 0.15 M NaCl,
for 12 h at 4 °C using a magnetic stirrer. This extract
was filtered, washed, and treated with ammonium
sulfate at 60% saturation for 4 h at room temperature
(RT, approximately 25 °C). After centrifugation
(12,000 = g for 15 min), the precipitated fraction (F
0%—60%) was resuspended with CPB and dialyzed
against distilled water (1 h) and CPB (3 h). BmoLL was

purified through affinity chromatography by loading
the dialyzed F 0%-60% sample onto the guar gel
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column. The elution of BmoLL was performed with 30
mM galactose followed by dialysis against distilled
water for 2 h and then against CPB for another 2
h{12].

2.2. Synthesis of MSA-CdTe QDs

The synthesis of water-dispersed cadmium telluride
(CdTe) nanocrystals, stabilized, and functionalized
with mercaptosuccinic acid (MSA), was performed
according to previously reported procedure [21].
Initially, an aqueous solution containing cadmium
chloride (CACl,—0.5 mmol) and MSA (0.6 mmol) at
pH > 10 was prepared. In a second step, metallic
tellurium (Te”—0.1 mmol) was reduced to Te* ™ using
sodium borohydride (NaBH;—3 mmol) at pH > 10
using NaOH (2 M), under an inert N, atmosphere.
Then, the reduced tellurium (Tez_) was added to the
MSA/Cd** solution and the reaction remained for
approximately 6:30 h under constant stirring and
heating at 90 °C to obtain QDs emitting in the orange
spectral region. The molar ratio used in the synthesis
was 5:1:6 (Cd:Te:MSA).

2.3. Conjugation of QDs with BmoLL

QDs were conjugated to BmoLL by the adsorption
strategy. Based on the methodology previously
described by our group to conjugate Con A to MSA-
CdTe QDs [6], we decided to evaluate the bioconjuga-
tion of BmoLL to these nanocrystals at pH 7.0 and 8.0.
BmoLL bioconjugates at pH 7.0 formed precipitates
after a certain time of conjugation, while those
obtained at pH 8.0 remained stable. Therefore, this
was selected as the ideal condition for our study.
Firstly, an aliquot of the suspension of QDs (5.5 ;M)
had the pH adjusted to 8.0 using MSA (4.9% w/v).
After that, QDs were mixed with BmoLL to reach a
final lectin concentration of 280 ugml™'. QDs-
BmoLL conjugates were kept under stirring for 2 h at
RT. Then, QDs-BmoLL conjugates were stored at 4 °C
during at least one week before using it. To remove
residues from the synthesis of QDs, conjugates were
washed using ultracentrifuge filters (10 kDa MWCO
—GE Healthcare) in four centrifugation cycles
(908 x g for 6 min) and resuspended in ultrapure
water.

2.4. Characterization of QDs and conjugates

QDs and QDs-BmoLL conjugates were optically
characterized by absorption and emission spectro-
scopies using UV—-vis 1800 spectrophotometer (Shi-
madzu) and L1555 fluorometer (PerkinElmer),
respectively. Emission spectra were acquired at 488
nm excitation wavelength. The size of the CdTe QDs
was obtained by applying Dagtepe’s equation [ 22]. The
concentration of QDs was determined using the molar
extinction coefficient for CdTe QDs, proposed by Yu
etal(2003) [23], and the Beer—Lambert law.
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The bicactivity of QDs-BmoLL conjugates was con-
firmed by the hemagglutinating activity (HA) assay fol-
lowing the methodology performed by Correia and
Coelho (1995) [24]. For this purpose, bare QDs, free lec-
tin, and conjugates (QDs-BmoLL) were serially diluted
in 96-well microplates and incubated with glutar-
aldehyde-treated rabbit erythrocytes suspension in NaCl
(0.15 M) for 45 min, at RT. The HA was expressed in
hemagglutinating units (HU), ie., the inverse of the
highest dilution capable of promoting hemagglutination.

2.5. Labeling of RBCs by QDs-BmoLL conjugates

To evaluate the labeling capability, efficiency, and
specificity of QDs-BmoLL conjugates, RBCs of A-, B-,
AB-, and O-types, collected from at least two different
healthy donors for each blood type (Ethical Commit-
tees approvals: 3.167.603—HEMOPE and 3.061.165
—UFPE), were used as biological models since B
antigens present galactose in their structure. More-
over, A- and O-type RBCs do not have exposed
galactose on their membrane, and AB-type RBCs have
both galactose and N-acetylgalactosamine. The per-
ipheral blood was collected in EDTA tubes and
centrifuged at 1183 x gfor 5 min. Next, the pellet was
further washed three times with NaCl (0.9% w/v) at
775 x g for 2min. Then, suspensions containing
RBCs at 1% (v/v) in saline were prepared. RBCs were
then incubated with QDs-BmoLL at a ratio of 1:1 (v/v)
for 1 h under stirring at RT. Afterward, for removal of
residual QDs-BmolLL, the suspensions were centri-
fuged at 775 x g for 30s, and the pellet was resus-
pended in 0.9% NaCl. To evaluate cell labeling, the
analysis was performed in the flow cytometer Accuri™
C6 (BD Biosciences). A total of 20,000 events were
acquired at 488 nm excitation and the fluorescence
was detected with the bandpass (BP) filter FL2 585,/40
nm. Results were indicated as average + standard
deviation. In order to ensure the specificity of the
bioconjugate in the labeling of the B-type group, an
assay inhibiting the carbohydrate recognition domain
of BmoLL in the nanosystem was peri'ormet-:l‘ For this,
conjugates were incubated for 30 min with a 0.2 M
galactose solution before being added to the suspen-
sion of RBCs. All the experiments were performed in
triplicate.

3. Results and discussion

3.1. Optical properties
QDs presented a first absorption maximum at 581 nm,
an average diameter of 3.3 nm, and a concentration of
ca. 5.5 pM. The conjugates showed a similar absorp-
tion profile as shown in figure 1{A).

QDs and QDs-BmoLL conjugates emission spec-
tra showed a maximum emission peak at 617 and 612
nm, respectively as depicted in figure 1(B). The full
width at half maximum (FWHM) was 51.5 nm for
QDs and 54.7 nm for QDs-BmoLL. Additionally, after
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lectin conjugation, a small blue shift of 5 nm in the
emission peak was observed, which can indicate mod-
ifications on the QDs surface that came from the con-
jugation process. This same behavior has been
observed in other studies, in which this small blue shift
was also reported: for example, after the conjugation
of Cramoll lectin to CdTe QDs [7], or when anti-A or
anti-B antibodies were conjugated to CdTe QDs [10].
A small reduction in the emission intensity was
observed after conjugation (figure 1(B)) but QDs-
BmoLL conjugates remained highly fluorescent, as
also shown in the inset of figure 1(B).

3.2. Hemagglutinating activity

The biological properties of proteins may change after
their bioconjugation to QDs. Thus, it is important to
evaluate the lectin bioactivity after conjugation to
guarantee a successful application of the conjugates.
The BmoLL bioactivity after interaction with QDs was
assessed by hemagglutination assay. Bare QDs did not
exhibit HA, however, QDs-BmoLL bioconjugates had
the same ability to agglutinate rabbit erythrocytes than
the free lectin since both presented an HA of 1,024HU.
This suggests that BmoLL preserved their carbohy-
drate recognition domains active after the binding to
MSA-CdTe QDs. This same hemagglutinating perfor-
mance was retained after conjugating QDs to other
lectins, such as Con A [6] and Cramoll [25]. In
addition, Coelho and Silva (2000) determined the
carbohydrate binding specificity of BmoLL perform-
ing the inhibition assay of hemagglutination using
different glycoproteins and sugars. Therefore, it was
found that among the glycosides tested, the best
inhibition was obtained by galactose and raffinose (a
trisaccharide containing galactose, fructose, and glu-
cose)[12].

3.3.Labeling of RBCs

To investigate the efficiency and specificity of biocon-
jugates, the labeling of RBCs was performed. ABO
blood groups are classified according to the types of
sugar chains presented on RBC membranes [26].
These entire groups share an oligosaccharide in
common called H antigen, which acts as a backbone
carbohydrate chain that can receive the linkage of
terminal monosaccharides depending on the inherited
glycosyltransferase. A-type RBCs are produced by the
addition of N-acetylgalactosamine (A antigen) in o-
1,3 linkages to H antigen while in B-type RBCs there is
the incorporation of galactose (B antigen) in a-1,3
linkage to H antigen. O-type RBCs do not have A and
B glycosyltransferases and therefore do not have A and
B antigens. On the other hand, AB cells have both
antigens [27, 28]. Thus, we investigated the ability of
QDs-BmoLL conjugates to bind especially to B-type
RBCs, since these cells expose galactose on their
surface.
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Figure 1. Optical characterization of the QDs and conjugates: (A) absorption and (B) emission spectra of bare CdTe QDs (filled line)
and QDs-BmoLL conjugates (dashed line). Emission spectra were acquired at A, = 488 nm. The inset illustrates the fluorescence of
the QDs-BmoLL conjugates observed under UV light.
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Figure 2. Representative histogram profiles of (A) non-labeled RBCs, (B) A-type RBCs, (C) O-type RBCs, (D) AB-type RBCs, and (E)
B-type RBCs after incubation with QDs-BmoLL conjugates; also, (F) B-type RBCs incubated with QDs-BmoLL conjugates previously
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Flow cytometry analysis results indicated a
percentage of labeled cells of 3.1 £ 0.5% for A- and
0.30 + 0.04% for O-type RBCs. These results can be
visualized in figures 2(B) and (C), respectively. This
inability of labeling was expected since these cells lack
B antigen, which containing exposed galactose for
BmoLL binding. A low percentage of labeling of ca.
14.1 + 4.8% was detected for AB-type RBCs
(figure 2(D)), although they have both A and B anti-
gens presented on the cell membrane. On the other
hand, QDs-BmoLL conjugates labeled 71.7 4 5.9% of
B-type RBCs (figure 2(E)). Moreover, the bioconju-
gate presented colloidal stability and preserved its

labeling ability for at least 5 months after preparation
(ca. 70.8% of B-type RBCs was labeled).

When the conjugates were previously incubated
with galactose, the binding of the B-type RBCs
declined to 5.8 & 1.0%, as shown in figure 2(F). These
results demonstrated that BmoLL has been efficiently
conjugated with QDs and the bioconjugates promoted
specific and efficient labeling. Cagliari and colleagues
(2018) reported, by hemagglutination assay, that B.
monandra leaf lectin has specificity for human B-type
cells over AB cells [29], corroborating our results. It is
also interesting to mention that besides the main-
tenance of the fluorescent property of QDs, the
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B antigen

A antigen

O antigen

efficiency of the conjugate is also intrinsically related
to the lectin. Coelho and Silva (2000) reported that
BmoLL remained stable with activity at pHs from 4.5
to 9.0 and at temperatures below 50 °C [12]. More-
over, after incubating the erythrocytes with the QDs-
BmoLL conjugate, the visual analysis did not show
signs suggestive of hemolysis, presenting a super-
natant translucent after centrifugation.

Owr research group has previously reported a label-
ing >90% of both B- and AB-type RBCs by a conjugate
consisted of anti-B monoclonal antibody and CdTe QDs
[10]. We believe that the lower labeling obtained for AB-
type RBCs with QDs-BmoLL conjugates may be due to
differences in the molecular basis of the recognition of B
antigen by the anti-B antibody and the lectin. Anti-B
antibodies recognize B antigens by the epitope tri-
saccharide Gal-Fuc-Gal [30, 31], while the interaction of
BmoLL occurs probably by the galactose terminal of this
antigen, as schematized in figure 3 since this lectin has
specificity by the galactose monosaccharide [ 12].

Other lectins had their specificity to galactose
demonstrated by the ability to tightly agglutinate the
B-type RBCs among the human erythrocytes tested,
such as the lectin GS-1-B4 purified from Griffonia simpli-
cifolia seeds [32] and that isolated from fruiting bodies of
Marasmius oreades (MOA) [33]. Moreover, Sakakibara
et al (1985) verified that the lectin extracted from eggs of
sweetfish (Plecoglossus altivelis) had its hemagglutinating
capacity specific to B-type RBCs, which was inhibited by
monosaccharides with steric similarity at their C, and C,
pyranose ring structure [34].

The lower labeling of AB-type RBCs can be asso-
ciated with differences in the exposition of galactose
and N-acetylgalactosamine residues on these cells. As

Anti-B antibody
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0
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previously mentioned by Imberty and colleagues (1996)

different kinds of forces are involved in the interaction

B antigen

of molecules such as antigen-antibodies recognitions, i.
e., the same carbohydrate residue could display a steric
hindrance to the recognition by one antibody but inter-
act with a high degree with another [35]. As highlighted
in red in figure 3, although these monosaccharides
(galactose and N-acetylgalactosamine) have high struc-
tural similarity, they differ in the bonded group at C,
[36].

It is noteworthy that, unlike BmoLL, some lectins
have specificity not only to galactose but also to their
homologous monosaccharides and can agglutinate all
human RBCs types tested, such as the lectin isolated
from mushroom Psilocybe barrerae |37], Erythrina spe-
ciosa seed lectin (SpecL) [38], Artocarpus hypargyreu
lectin (AHL) [39] and the lectin purified from grub
serum of rhinoceros beetle (Oryctes rhinoceros) [40].
This specificity of QDs-BmoLL conjugates to label
B-type RBCs happened since, except for the galactose,
BmoLL recognizes no other monosaccharides [12].
Therefore, QDs-BmoLL labeling of B-type RBCs
demonstrated the high specificity property of this lec-
tin in comparison with other lectins capable of bind-
ing to this sugar that could also interact with other
types of RBCs, which might not be so specific to some
glycobiological studies.

4, Conclusions

BmoLL was efficiently conjugated with MSA-CdTe
QDs at pH 8.0 and the lectin carbohydrate-binding
ability was preserved after conjugation. QDs-BmoLL
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conjugates were highly selective in labeling B-type
RBCs once B antigen presents galactose in its structure.
In addition, the inhibition assay showed a reduction in
this labeling, corroborating the specificity of this new
nanoprobe. Therefore, QDs-BmoLL conjugates can be
considered an efficient fluorescent nanoplatform to
study the expression of exposed galactose residues and
their participation in the dynamics of various events,
such as mechanisms of microbial pathogenicity,
malignant differentiation of tumor cells in the process
of tumorigenesis, and in hematological conditions.
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