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Resumo

A lectina de folhas dBauhinia monandrgdBmoLL) foi avaliada através de
sistemas potenciométricos e amperométricos visehandar o comportamento dessa
proteina na presenca de células procaridticas teda@ios de coelho em meios
eletroliticos apropriados, a lectina foi avaliadad e imobilizada em nanoporos de
Nafion e as respostas eletroquimicas foram obfidasonsequéncia da ligacédo desta
proteina aos seus carboidratos especificos. Foealizados testes na presenca e na
auséncia de bactérias, endofiticos extraidos tha @hB. monandrapara analisar sua
interacdo com os carboidratos de membrana destdascd8moLL foi avaliada também
interagindo com eritrgcitos de coelho, na presenaaséncia de galactose; a lectina de
sementes d€ratylia mollis (Cramoll) foi avaliada livre na presenca ou auséde seu
carboidrato especifico. Os métodos eletroquimitiigados para verificar as mudancas
de cargas nas superficies de BmoLL demonstraraaragiies significativas dessa
lectina aos carboidratos de membrana das célulesandticas empregadas neste
sistema, bem como a forte ligacdo de BmoLL aosoidréitos de membrana de
eritrocitos. Sistemas amperométricos e potenciooostr utilizados para elucidar o
comportamento da BmoLL na presenca de células pdticas e interagindo com
carboidratos presentes na membrana de eritrocit@wod¢ho, bem como Cramoll
interagindo com diferentes concentracdes de glicapeesentaram sensibilidade
satisfatoria para detectar trocas conformacionaisuperficie dessas lectinas devido a
sua bioadsorcao com ligantes.

Palavras chavesBauhinia monandra Cratylia mollis Biossensores,
eletroquimica, lectina, potencial eletroquimicostesna potenciométrico, sistema

amperometrico.



Abstract

Bauhinia monandraleaves lectin (BmoLL) were evaluated thought
electrochemical systems, using potentiometric angpesometric technique aiming
elucidate this molecule behavior on prokaryotidscahd rabbit erythrocytes presence,
on appropriate electrolytic medium, lectins wasleated free and immobilized on
Nafion nanopores and electrochemical response® @@ained due to proteins linking
with specific carbohydrate. Were realized tests bawcteria presence and absence,
endophytics extracted &. monandrdeaves, to analyze its interaction with membrane
carbohydrate of this cells. BmoLL were also evadatinteracting with rabbit
erythrocytes, on galactose presence and abs@nagjlia mollis seed lectin (Cramoll)
were evaluated free on glucose presence and absEheeelectrochemical methods
utilized to evaluated charges superficial change®moLL surface had demonstrated
significant interactions  of this lectin with pmyotic cells, utilized on system,
membrane carbohydrate, as well as, a high interacif BmoLL with erythrocytes
membrane carbohydrate. Amperometric and potentidenetystems, utilized to
elucidate BmoLL behavior prokaryotic cells and ratging with rabbit erythrocytes
membrane carbohydrate, as well as, Cramoll intexgctvith different glucose
concentration, presented satisfactory sensibibtydétect conformationals changes on

this lectins surface due its bioadsortion with tids.

Keywords: Bauhinia monandra Cratylia mollis lectins, biosensors,
electrochemical potentials, immobilized protein, fiNia, electrochemical

potenciometric system, amperometric system.
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Introducéao

1 - Lectinas
1.1.1 Historico
O primeiro estudo sobre lectinas foi feito porlBidrk em 1888. Ele utilizou
um extrato bruto de sementesRieinus communiénamona) que era capaz de produzir
hemaglutinacdo em diferentes espécies de eritgdcéo denominou a proteina
responsavel por esse fendémeno de ricina (Geibal, 2001). Posteriormente, na década
seguinte, Hellin observou que o0 extrato toxico @éenentes deAbrus precatorius
(jequiriti) era, da mesma forma, capaz de prodagtutinacdo de eritrocitos e
denominou a proteina responsavel de abrina (Kenetealy 1995).
Inicialmente essas proteinas ou glicoproteinasnfodenominadas aglutininas,
hemaglutininas, fitohemaglutininas ou fitoaglutesn (Sharon & Lis, 1998) e
somente em 1954 Boyd e Shapleigh propuseram o tkrctioa para definir essas
proteinas.

Durante o século XX, na década de 60, descobriguse as lectinas
promovem estimulacdo mitogénica de linfécitos bigéio do crescimento de células
tumorais, promovendo uma vasta utilizacdo destasestudos citoquimicos e
histolégicos (Moreirat al, 1991; Sharon & Lis, 2001).

Andlises de cristalografia de raios-X tornam passélucidar estruturas
de proteinas com seus grupamentos quimicos eassd@ligacdo que sao formadas
(Tavareset al, 1996). Em sua estrutura, as lectinas apresentamuumais sitios de
ligacdo para as unidades glicidicas. Elas séo mlteinas de origem ndao-
imunologica, que podem ligar carboidratos (Figuta @ aglutinar células (Singdt

al., 1999; Hajto eal., 2005, Iskratsclet al, 2009).
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Carboidrato 2
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Figura 01: Ligacao da lectina com carboidrato

Fonte: Jadilma Cosme Pimentel

Hodiernamente tém-se utilizado eritrocitos humanosle outros animais, como
ratos e coelhos, tratados quimica ou enzimaticam@tabir, 1998; Nomurat al.,
1998; Coelho e Silva, 2000; Dirgt al.,2009), bem como néo tratados (Sampaio et al.,
1998) , para identificar atividades de lectina @uagraet al., 2000). A atividade
hemaglutinante, Figura 02, decorre da interacadediina, através de seus sitios de
ligacdo, com padrdes de carboidratos presentespeaficie da membrana celular.

A interagdo das lectinas com seus carboidratosc#gs ocorre através de pontes
de hidrogénio, coordenac¢fes metalicas, interacéegad der Walls e hidrofobicas
(Schwarzet al, 1993; Drickamer, 1998); a interacdo também pseie mediada
diretamente por moléculas de agua (Yoshizeinail, 1999).

No entanto, carboidratos especificos podem ligardeetina impedindo a

aglutinacéo de células (Ratanagi@l, 1998), Figura 03.
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Carboidrato de
membrana celular

Lectina

Eritrécito

Figura 02: Rede de hemaglutinacao.

Fonte: Jadil@®asme Pimentel

Carboidrato de
membrana celular

Lectina
N
b
Eritrécito € ""s' zfg
o]
L]
Carboidrato competidor n
p @ ﬁ (%)
® i .

igura 03: Reacdao de inibicao da hemaglutinacao.

Fonte: Jadilma Cosme Pimentel
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A Concanavalina A (Con A) foi a primeira lectinatida na forma cristalina
em 1919 por James B. Summer, sendo esta extraidsementes daanavalia
ensiformis(feijdo de porco). No final da década de 40, fandnstrado por William C.
Boyd e Rose M. Reguera que certas sementes camtinhutininas especificas para
antigenos dos grupos sanguineos humanos (Sharas, &972). Recentemente, a Con
A foi utilizada para a constru¢cdo de um biossemsimatico para glicose e lactato,
apresentando resposta satisfatoriamente rapidaa edprodutibilidade (Anzagt al,
2000), como receptor para mensurar glicase vivo (Pickup et al, 2005),
reconhecimento de bactérias (Hwaeg al, 2008), bem como na identificacdo de

células normais e cancerigenas (€aal, 2008).

1.1.2 Classificacao

As lectinas representam um grupo de proteinasdygireas e diferenciam-
se quanto a especificidade, estrutura moleculdivelade biologica (Elgavistet al,
1997).

Sua classificacdo pode ser feita quanto a espéeifie podendo pertencer
ao grupo manose, grupo fucose, grupo galactoseghlgedactosamina, grupo acido
sidlico ou grupo glicanos complexos. Quanto a astumolecular a classificacdo
abrange: as Merolectinas, que apresentam um Uiiico ligante para carboidratos
(Drickamer, 1998); Hololectinas, que apresentamnapedominio de ligacdo para
carboidrato, mas possuem dois ou mais sitios dedm este grupo compreende a
maioria das lectinas de plantas; Quimerolectinaspmpssuem além do dominio ligante
a carboidratos um outro dominio com uma atividad#ofica que independe do
dominio ligante para carboidrato (Peumans & Van Daml1995); e as Superlectinas
que possuem dois dominios de ligacdo a carboidrajoe sdo estruturalmente

diferentes e reconhecem carboidratos distintosnf@es & Van Damme, 1998). Quanto

-4 -
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a relacd@o evolucionaria e estrutural podem pertemaete familias, sendo que as mais

numerosas sao isoladas de leguminosas e ligade@sttha (Peumanst al, 2000).

1.1.3 Fungdesn vivo

Nos seres vivos, as lectinas possuem as mais garfad¢cdes. Acredita-se
gue em animais as lectinas participam do mecandenendocitose (Rudgeat al,
2000), transporte intracelular de glicoproteina¢kenburget al, 2002), apoptose
(Barbosaet al, 2001; Suzukiet al., 2008), defesa contra microorganismos, e na
regulacdo da migragao e adesao celular (Jankovi@olibovi, 2000), influéncia na
homeostasia de leucécitos e na modulacdo de posxedtamatorios (Stowekt al,
2008).

Em bactérias e parasitas elas participam do procdssligacdo a células
hospedeiras (Oka & Spiegel, 1997; Sharon, 1988) observado também que em
lectinas virais possivelmente estdo envolvidasigec#io entre o virus e a superficie
celular de eritrocitos ou outras células (Singh al, 1999). Algumas lectinas
expressadas por raizes de plantas agem como sinksulares para a associagdo de
bactérias do génerdzospirillum atuando, portanto, como um fator determinante da

especificidade da interacdo planta-bactéria (Anikr§ Evseeva 2006).

1.1.4 Aplicacdes

As lectinas extraidas de plantas tém sido utiligadamo ferramenta
analitica na pesquisa de glicoproteinas, e como pirogeina bioativa para induzir
muitos processos celulares (Peumans & Van Dammé8)19Algumas dessas
glicoproteinas sdo mitogénicas e estimulam transfgdes dos linfécitos e apoptose

(Barbosaet al, 2001; Correiat al, 2008; Huangat al, 2008); atividade larvicida (S4,
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et al., 2009); coagulante, assemelhando ao sulfato de alurnfilivado no tratamento

de agua (Santost al, 2009); outras aglutinam preferencialmente célutealignas
(Jankové & Golubovié, 2000; Wanget al, 2000) por isso tém-se investigado o seu
envolvimento em metastase (Beltr@bal, 1998), e em processos tais como adeséo
(Jankové & Golubovi, 2000), tipagem sanglinea (Matstial, 2001), e sistemas de
dosagem de glicosa vivo (Pickupet al, 2005). Pesquisadores propdem que algumas
lectinas estejam envolvidas no reconhecimento a&@@lula. Na superficie de
membrana da maioria das células, podem-se encoptrdrdoes de carboidratos,
especificos para cada grupo celular, que podenresenhecidos por uma ou mais
lectinas através de ligacOes seletivas, podendessarseletividade quantificada através
da determinacdo de potenciais eletroquimicos (Scetzaal, 2001). Devido a
singularidade dos padrdes de carboidratos expresgedos grupos celulares as lectinas
podem ser usadas para mostrar a diferenca entse aliliando no diagnéstico
(Muioz-Cregceet al, 1999).

A lectina de sementes dkloringa oleifera (cMoL) apresenta atividade
hemaglutiniante com eritrécitos de coelho e huwsatos tipos sanguineos A, B, O e
AB sendo fortemente inibida pela ovoalbumina; cMpbtde ser utilizada como
coagulante no tratamento de agua para consumo louf8antost al, 2009).

Alguns estudos sobre lectinas de plantas tém igaekt a expressdo destas
proteinas em bactérias (Leb al, 2005). Por causa da especificidade das lectiaes
determinados carboidratos, estas podem ser utizadmo ferramentas adicionais na
identificacdo de bactérias (Hamastaal 1997; Shemt al, 2007; Serra & Gamelat al,
2008) e também para protecao de plantas contiedadriadacéo (Sét al.,2009).

Recentemente, através de um biossensor, foi obtidentificacdo seletiva de

subespécies dé&scherichia coli, utilizando-se lectinas dértocarpus integrifolia
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Arachis hypogaeaGalanthus nivalis Phytolacca americanalLens culinaris Helix
pomatig Perseau americand riticum vulgaris Codium fragile C. ensiformigErtl et
al., 2003).

Lectinas de plantas apresentaram inibicdo de onesto bacteriano em estudos
in vitro (Pandcet al, 2004), no entanto, os mecanismos envolvidogrfiesbmeno nao
foram esclarecidos.

Existe ainda, amplo interesse no estudo dessal@ountas com a finalidade de
produzir medicamentos-inteligentes, que atuem elasgespecificas do organismo,
evitando os efeitos colaterais que sdo tao comassnedicamentos tradicionais (Clark
et al, 2000). Mormente h4 empenho, na aplicacdo denésctem busca de plantas
transgénicas resistentes a pragas e microorganipatogenos (Roopasshres, al,
2006). A interacao entre lectinas de plantas eavocganismos revela as perspectivas
de usos antimicrobiais com finalidade terapéutmatra microbios patégenos humanos
ou para impedir a contaminacao de cereais (Coetead, 2008). Verifica-se também o
interesse econdmico da aplicacdo de algumas lsctinaindustria e na agricultura

(Silvaet al, 2009).

1.1.5 Purificagao e caracterizacao

As lectinas podem ser obtidas e isoladas a padirplkntas, animais e
microrganismos (Wangt al, 2000). As sementes de leguminosas sdo as [@iscip
fontes de lectinas, chegando a constituir até 1@%prdteina total. Apresentam-se,
também, em diversos tecidos vegetais como raizggens, bulbos, folhas, frutos e,
inclusive, em cascas e entrecascas (Coelho & JABA@D; Ye & Ng, 2001). A deteccdo

de lectinas, em extratos biolégicos, pode ser zaddi através de ensaios de
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hemaglutinacdo, utilizando uma diluicdo em sérieahstra antes da incubagdo com
eritrocitos (Bladieet al, 1989).

A caracterizagdo das lectinas pode ser realizadaést de diversos métodos tais
como inibicdo por carboidratos e/ou glicoconjugadatsvidade hemaglutinante em
presenca de ions, estabilidade da atividade leatém funcéo de variacdes de pH, além
de técnicas eletroforéticas e eletroquimicas padcacédo da basicidade ou acidez da
lectina, determinacdo de peso molecular e caraatgi®o desta como glicoproteina
(Coelho & Silva, 2000).

As lectinas de leguminosas apresentam-se estaveielacdo a sua estrutura
conformacional quando submetidas a temperatur&® de55° C, sendo que, a maioria
destas lectinas € irreversivelmente inativada empéeaturas acima dos 60-65° C
(Rabijinset al, 2001). No entanto foram observadas lectinasmaptém sua forma
ativa em temperatura entre 75 e 85° C, como, pemelo, a lectina dé®olichos
biflorus (Roopasshreet al,. 2006).

Os testes de inibicdo da atividade hemaglutinaetenipem a avaliacdo da
especificidade de ligagdo a mono, di ou oligossdeas (Peumans & Van Damme,
1988).

A purificacdo de proteinas € obtida por meio de cgudonentos de
fracionamento, sendo de fundamental importancigrapriedades fisico-quimicas da
proteina de interesse que permitem a separacdoedmandas demais substancias,
excluindo de forma seletiva os demais componengesmdstura, permitindo que
somente a substéancia de interesse permaneca. €@pnento de purificagdo de lectinas
de uma fonte biolégica preconiza a preparacdo ttateg em diferentes tampdes ou em
solucdo salina. A purificagdo parcial dos extratom atividade lectinica pode ser

realizada por fracionamento salino e posteriolisBaxaustiva (Kennedt al, 1995).
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No procedimento da cromatografia a mistdgaubstancias que sera fracionada é
dissolvida em um liquido (fase mével), este, pa saz, € passado através de uma
coluna contendo uma matriz sélida e porosa (faseiesaria). Deslizando através da
coluna, os solutos interagem com a fase estacioomasua eluicdo é retardada; esse
retardamento varia de acordo com as propriedadegada soluto (Maitland &

Maitland, 2002).

Métodos cromatograficos de afinidade, que sdo dddiz na propriedade das
proteinas se ligarem especifica e reversivelmengelmidratos (Eldest al, 1983), sédo
0s procedimentos mais utilizados para a purificatgitectinas. Nestes, um carboidrato
que apresenta afinidade especifica a proteinatdecdse é ligado covalentemente a
uma matriz inerte. Quando uma solu¢cdo compostasplostancias distintas é eluida
através desse material cromatografico, a proteirea s deseja purificar liga-se ao
carboidrato imobilizado, ao passo que as demaist&outias sdo lavadas através da
coluna com uma solugéo tampéo. A lectina pode gletacla com elevado grau de
pureza alterando-se as condi¢des de eluicdo deafaribera-la da matriz (Cuatrecasas
et al, 1968), como demonstra a Figura 04. A preferédeiatilizacdo deste método em
muitos protocolos de purificacdo de lectinas decata elevada conservagao da
atividade biologica dessas glicoproteinas, obtidésaesse processo (Konogy al.,

2003).
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Existem ainda outras técnicas auxiliares como anatografia de troca

i6nica (Correia & Coelho, 1995), de filtracao enh (gtatakeyamaet al, 2002; Jankovi

& Golubovié, 2000), que, do mesmo modo que a cromatografiafthedade, se

caracterizam pela distribuicAo de moléculas quéoseseparadas por uma fase

estacionaria e outra moével.

Solugdo tampao

Matriz cujo ligante é
um polimero de
carboidrato

e otbcue o6 o Comtaminanies
uma molécula ao liganteN{| 1

da matriz

Macromoléculas

» .
¢ / contaminantes

B
»
&
4

| Solugdo de carboidrato

Matriz cujo ligante é

um polimero de
q ¢ 4 carboidrato
1 >, ¥

Ligagdo especifica de A% y = ¢
uma molécula ao liganteN{J 1 pRLS
da matriz
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Figura 04: Representacédo esquematica de cromatdeaéfinidade.

Fonte: Jadilma Cosme Pimentel
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1.2Bauhinia monandra

Identificado em 1753 por Carolus Linnaeus e commerdo cerca de 300
espécies (Silva & Filho, 2002Bauhiniaé um género de arvores tropicais pertencentes
a familia das Leguminosae (Achenbaathal, 1988), contendo na flora brasileira 64
espécies. Em Pernambuco ocorrem espécies nativas Boacuruana(Rodal et al,
1998),B. cheilantha(Silva & Albuquerque2005),B. forficata(Silva et al, 2003),B.
monandra Kurz(Silva & Andrade, 2005), por exemplo. Este géndBauhinia) tem
sido amplamente estudado por possuir propriedadsdicimais, sendo atribuidas a
algumas espécies, propriedades antifingicas, atdiiEnas, antiinflamatérias, e em
especial antidiabética (Silva & Filho, 2002).

B. monandraFigura 05, é uma planta nativa da Asia, embooaracambém
na India, Nigéria, e outras regibes da Africa e Acaédo Sul. No Brasil é conhecida
vulgarmente como pata-de-vaca, unha-de-vaca, cs®aca, unha-de-boi, unha-de-

anta e moror6é (Bandami & Daulatabad, 1969).

Figura 05: Aspectos das flores Bauhinia monandra.

Fonte: Maria Barbosa Reis da Silva
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As folhas dé8. monandra Figura 06, apresentam uma concentracao
consideravel de uma lectina especifica a galac{BseoLL). Uma quantidade
superior a 2 mg da lectina pode ser extraida delé gp de folhas (Coelho & Silva,

2000).

Figura 06: Aspectos das folhasBlauhinia monandra.
Fonte: Maria Barbosa Reis da Silva

ApoOs a purificagdo, quando realizado o processeeldgoforese em gel de
poliacrilamida contendo sulfato sédico de dode®@lmoLL demonstrou uma banda
principal de 33 kDa, glicosilada, e uma outra batel26 kDa, nao glicosilada. Foi
obtida uma elevada atividade aglutinante de Bmobi eritrocitos de coelhos
tratados em glutaraldeido; eritrécitos humanos glopos B e AB tratados com
glutaraldeido foram também aglutinados, no entasrttypcitos humanos dos grupos

sanglineos A e O ndo aglutinaram (Coelho & Silg@02.

O comportamento interfacial de BmoLL e sua habilelde interagir com
monocamadas de lipidios foi estudado por medidasrdgio de superficie (Rosilio

et al, 2004). Extratos etandlicos de folhasBdenonandramostraram atividades
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antioxidantes (Arg6let al, 2004). Além disso, BmoLL também apresentou acao

inseticida (Macedet al 2007) .

1.3 Cratyliamollis

Cratylia constitui um género neotropical, recentemente iradp de
arbustos que sdo nativos da Amazonia, da parteatelut Brasil e de areas do Peru,
Bolivia e nordeste da Argentina, caracterizandpesesua ampla adaptacdo em zonas
de secas prolongadas, devido ao seu sistema @dlmerin desenvolvido, produzindo
bons rendimentos de forragem que séo utilizadoa patemas de producdo animal
(Argel & Lascano, 1998).

Este géneroGratylia) integra a familia das Leguminoseae, tribo Phaseplea
subtribo Dioclenae, sendo um arbusto que pode gdcade 1,5 a 3 metros de altura
(Argel & Lascano, 1998; Queiroz & Coradin, 1995).

C. mollis conhecida popularmente como feijao camaratubacasnaratu,
Figura 07, ocorre principalmente em &reas de Qgatoo Nordeste brasileiro e é
utilizada como forrageira na Regido Semi-Arida dstaBo de Pernambuco. Das
sementes desta planta é extraida uma lectina, Gramopee apresenta formas
moleculares (Cramoll 1, 2, 3 e 4) que reconhecktosg e manose como principais
carboidratos inibidores (Paiva & Coelho, 1992). tiod pode ser empregada como
marcador para detec¢cdo de células normais e tramsfi@as, benigna ou malignamente

(Beltraoet al, 1998).

A isoforma 1 da Cramoll (Cramoll 1) foi cristalizagTavarest al, 1996) e
completamente sequenciada (de Soetaal, 2003); ela apresenta atividades
imunogénicas (Correia & Coelho, 1995) e anti-tunso(Andradeet al, 2004). Uma
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preparagao contendo as isoformas 1 e 4 de Cra@dd(oll 1,4), foi excelente

ferramenta para o estudo de atividade mitogénicigliet al, 2004).

Figura 07: Aspectos daratylia mollis.

Fonte: Maria Tereza dos Santos Correia

As isoformas de Cramoll tém sido estudadas pargagaus diversos potenciais
biotecnolégicos, para andlise estrutural e oufpéisagdes, como a busca de
inibidores de agregacao plaquetaria, que é deanigie\nteresse para 0 uso

biotecnolédgico (Rezende- Neto, 2003).
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1.4 Microrganismos endofiticos

Endofiticos sdo microrganismos que, durante pelnomeima fase do seu
ciclo de vida, vivem em tecidos vegetais, de modtémmico, sem causar danos ao
hospedeiro (Saikkoneet al, 1998). Esses organismos foram detectados ens txla
espécies de plantas avaliadas recentemente (Azevedp2002; Sharmat al, 2005).
Uma planta pode apresentar diferentes endofitiemstye fungos e bactérias
(Vandenkoornhuyset al. 2002; Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006).

A transmissdo de microorganismos endofiticos paderrer através de
penetracdo ativa ou passiva via raizes (Shatmal 2005), estbmatos e ainda através
das sementes, por meio da reproducdo por estaqoar@aminadas. Atingindo os
diversos tecidos da planta hospedeira, eles ca@onizgides especificas ou distribuem-
se de forma sistémica através dos vasos conduteresspacos intercelulares
(Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006).

Os microrganismos endofiticos oferecem ao seu duesw uma maior
resisténcia ao estresse causado por fatores ldbiccabidticos e, em troca recebem
nutrientes e protecédo (Azeveeét al, 2002; Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006;
Connet al, 2008; Zanget al. 2009). Devido a essa alta interacdo mutualistéra,sido
proposto que os endofitos co-evoluiram com suastgdahospedeiras (Tan & Zou,
2001; Azevedoet al, 2002; Bugni & Ireland, 2004). Entretanto, soliedminadas
circunstancias esse equilibrio, entre o endofti@hospedeiro, pode ser quebrado em

favor de um deles (Rosenblueth & Martinez-Romedo62.

Inicialmente acreditava-se que 0s microrganismadoféicos ndo causavam
danos ou beneficios as plantas, sendo, por isesidarados organismos imparciais, no

entanto, através dos conhecimentos adquiridos, -sabatualmente que esses
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microrganismos em muitos casos desempenham um papettante na protecdo de
plantas contra predadores e patdgenos (Azestdl 2000).

Algumas bactérias promovem o crescimento da plawmsépedeira melhorando a
producdo da biomassa, através do aumento da fixdedotrogénio (Oliveiraet al,
2004; Sharmeet al, 2005). Essa caracteristica destas bactérias atengenharia
genética para a pesquisa desses microrganismosaparalhoria do rendimento de
plantas (Oliveiraet al, 2004). Alguns enddfiticos tém sido relatados cagentes de
controle biol6gico contra apodrecimento radiculainieida et al., 2005). Ha relatos,
ainda, de que alguns microrganismos endofiticoseatamn a tolerancia de certas
plantas a seca (Azevedo, 1998).

Bactérias endofiticas tém sido estudadas como mwwa forma de controle
bioldgico. A resisténcia conferida a planta poregsé, geralmente, proveniente da
producdo, por parte dos microrganismos, de compogiricos aos patdgenos ou
herbivoros, ou ainda através da ativacdo do sistdenalefesa da planta, também
desencadeada pelo enddfito (Azevetal, 2002).

Hirsch, 1999 observou que em raizes de plantéscisas estdo envolvidas no
processo de simbiose com organismos endofiticagyers que essa caracteristica de
aglutinacdo ocorra também em sementes e folhas.

A reacdo de aglutinagcdo seletiva entre lectinsa@ébia deve-se ao fato da
habilidade dessas proteinas em reagir com carbosdexpostos na superficie da
membrana celular tornando possivel o emprego ddssasoléculas como sonda-

diagnostico para a identificacdo de bactérias gaag (Mufioz-Creget al, 1999).
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1.5 Nanoporos de Nafion aplicados em sistemas etmuimicos

O Nafion pertence a uma classe de polimeros chamadabémeros
perfluossufonados (Friequelmont-Loizes al. 1997). Este polimero apresenta cargas
intrinsecamente negativas que aduz afinidade cdionsa(Porterfieldet al, 2001); o
polimero pode ser amplamente aplicado para estadgserométricos de fluidos
extracelulares (Sheppar@ét al, 1998), que envolvem interacdes eletrostéticas
intermoleculares exercendo um significante efeithbres suas propriedades fisico
quimicas (Yoshizumeiet al, 1999). Previamente, experimentos utilizando iseatle
dispersao de raios-X tém revelado agrupamento itetdésses polimeros. As regides
hidrofdbicas sdo compostas por polimeros de fluboratos e as regides hidrofilicas
pelos citados agrupamentos metalicos (Brookratiral, 1986). Estas propriedades
ibnicas do Nafion foram estabelecidas adicionansigmipos do acido sulfénico na
matriz do polimero altamente condutor. Esses grppdem funcionar como doadores

extremamente fortes de protons (Marinesco & Ca2&@2).

A superficie dos polimeros de Nafion contém porosescala de dez a centenas
de nanbmetros caracterizando nano-estruturas. BEsteporos de Nafion, dotados com
cargas negativas atribuidas aos grupos sulfénéémsexcelentes condutores de protons
(McGovernet al, 2003), Figura 8; proteinas podem ser imobilizgadasses filmes
carregados apresentando alta eletroatividade pat@niecimentos de ligantes
especificos (Huanet al, 1998). Lectinas imobilizadas nestas superfi&i@scapazes de
interagirem, devido a transferéncia de elétronsrrmt no meio, com ligantes
especificos estas interacoes seletivas foram obtidas em sistdeteoquimico com

cisteina imobilizada em Nafion para avaliacdesicas (Horet al, 2006).

217 -



Caracterizagéo das lectinas... Pimentel, J. C.
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Figura 08 Nanoporos de Nafion condutores de protons.

Fonte: Jadilma Cosme Pimentel

1.6 Abordagem eletroquimica

1.6.1 Célula eletroquimica

Uma célula eletroquimica constitui um dispositicomposto por um
eletrodo de referéncia e um eletrodo de trabalhaufidet al, 1996), que decompdem
energia quimica em energia elétrica e vice-versa,npeio de uma reagdo de oxi-
reducdo. Acoplado a um multimetro, este sistema 3ed usado para a obtencdo de

medidas potenciométricas em sistemas inorganiagénicos e biolégicos (Coheat

al., 1999).

1.6.2 Eletrodo de Referéncidadrao

O eletrodo de hidrogénio constitui eletrodo de réfeia padrao sendo

composto por um fio de platina coberto com plafinamente dividida. O hidrogénio
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gasoso € borbulhado em solucdo de acido sulfuridd, sob pressdo de 1 atm e

temperatura de 25°C (Parthasarathgl, 1995) como mostra a Figura 09.

Fio de platina
H2(g)

1 atm

Placa de platina

Solugdo 1,0 M
de H2504 (aq)

Figura 09: Eletrodo padrdo de hidrogénio.
Fonte: Jadilma Cosme Pimentel
O potencial de um eletrodo revela a tendéncia de teacao incidir na
superficie deste, ou seja, apresenta a facilidanequie os atomos do eletrodo metélico
perdem elétrons ou a facilidade com que os iongabem. O potencial do eletrodo
padrdo de uma espécie quimica é a diferenca daqgmiteexpressa em volt, entre um
elemento de uma solugdo 1 M de seus ions em retag@betrodo de hidrogénio, ao

qual foi atribuido potencial igual a zero (Partmateyet al, 1995; Santost al, 2003).

1.6.3 Eletrodo de Referéncia

O eletrodo de referéncia tem a finalidade de coarparcorrente que foi
gerada pela reacdo biocatalisada de oxidacdo agdeddas espécies eletroativas na
superficie do eletrodo de trabalho, que de um ngettal, processam-se em potenciais

em torno de 0 mV. Nesse potencial, a contribuic@o edpécies interferentes é
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minimizada (Rosattet al, 2001). Para que um estudo eletroquimico sejasumedido

é determinante a escolha do eletrodo de refer@ociato. Um eletrodo de referéncia
necessita apresentar potencial que seja estavebdmmpo e temperatura, ndo sendo
alterado por pequenas perturbactes do sistemajaupgla passagem de uma pequena
corrente elétrica, causada pela reacao por inggrtes (Easet al, 2000). Os eletrodos
mais utilizados com este fim sdo os de calomelatarado, Hg/HgCl (ECS) ou
eletrodo de prata/cloreto de prata, AQ/AgCl (Niawedral, 1996).

O eletrodo de calomelano consiste de um aglomedadmercurio envolto
por uma pasta de calomelano,,8b(cloreto mercuroso), imerso em solugcéo de KCI
3M (Milazzo & Bombara 1960).

O eletrodo de Ag/AgCI (prata/cloreto de prata) éstibtuido por um fio de
platina revestido de prata, que é por sua vez, estide, parcialmente, em AgCl,
imergindo-o em solucdo de acido cloridrico diluElposteriormente imerso em uma

solugéo saturada de KCI (Eastal, 2000).

1.6.4 Eletrodo de Trabalho

O eletrodo de trabalho tem a finalidade de geroreente elétrica que sera
medida pelo eletrodo de referéncia. A constru¢c&sealeletrodo é realizada comumente
a partir de metais (Guo & Dong, 2009), como plat{®duzaet al, 2001), ouro
(Matsumoto et al, 1998) ou prata (Niauarat al, 1996) por suas excelentes
propriedades elétricas e mecéanicas. Outros matef@iseados em carbono como,
grafita, negro de carbono e fibra de carbono sdalmgente usados para construir a fase
condutiva (Rover-Juaniagt al, 2001). Esses materiais apresentam alta inéoéiicp e
fornecem uma carga na faixa de potenciais de trakmiodico com baixa resistividade

elétrica e uma alta propor¢éo de sinal em relag&aido (Zhangpt al, 2000).
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1.6.5 Sistemas eletroquimicos

Sistemas eletroquimicos podem ser aplicados paradags processos

envolvendo distribuicdo e transferéncia de cargasistemas inorganicos, organicos e
biologicos (Cohen et. al., 1996; Wen et al.,, 200830 sistemas analiticos que
incorporam materiais biologicamente ativos a umdator adequado com o proposito
de medir a concentracéo ou atividade do produiotdeesse (Litet al.,2008).
Esses dispositivos sdo utilizados para estudosstiédbdicdo de cargas na superficie de
uma lectina para o conhecimento da cinética deacd® desta biomolécula com seu
ligante especifico de forma quantitativa, através dbtencdo de potenciais
eletroquimicos (Souzat al, 2003), correntes amperométricas (Kobayashi &alnz
2001) e para investigacao da dupla camada elémtedacial de lectina em diferentes
valores de pH (Andradet al, 2009).

A cinética de transferéncia de elétrons envolveadmotencial redox de uma
proteina imobilizada ou adsorvida depende de umeedade de fatores, como a
conformacdo da molécula imobilizada e as proprieslath interface da dupla camada
elétrica (Niauraet al.,1996; Wanget al.,1997; Sosnitzat al.,1998; Basset al.,1999;
Zhanget al.,2000; Nikiet al., 2002).

A caracterizacdo de sistemas contendo materiaiBgitos e envolvendo
tranferéncia de elétrons pode ser realizada ponic&e potenciométricas e
amperomeétricas. Estes sistemas sao de fundameptattancia no estudo da superficie
carregada de macromoléculas (Mimiea al 2001), pode-se aplicar em sistemas
analiticos (Marinescet al. 2002), sintese de compostos (Denal. 2002 ) e estudos
fundamentais de proteinas carregadas (Nadzhatmia2004).

As reacdes de aglutinacao de células vermelhasitiorutilizadas para detectar

atividade de lectinas. Todavia, sistemas convessené rapidos, tais como
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eletroquimicos s@o necessarios para elucidar aag#e lectina-carboidrato (Hawa,

1993; Sugawara, 1998).

1.6.6 Potencial Eletroquimico

O potencial eletroquimico de uma molécula é aidistdo de cargas na
superficie desta, quando submetida a um campdcelébtendo-se a medida do
potencial eletroquimico é possivel explorar a tisicdo de cargas na superficie de
proteinas, enzimas e lectinas (Yoshiseitmal, 1999; Souzeat al, 2001; Guo & Dong,

2009).

Proteinas com sitios eletroativos como o grupamieeoe (Nassaat al, 1995;
Cohenet al, 1996; Mimicaet al.,2001; Markeret al. 2002; Nadzhafovat al, 2004) e
lectinas (Souzeet al, 2001; Souzaet al 2003;) interagindo com moléculas ou
macromoléculas envolvem interagdes eletrostaticas.

O estudo de reacdes de transferéncia de elétronpretainas redox é
atualmente uma das areas mais ativas em bioelétmagu Sabe-se que 0s processos de
transferéncia eletrénica sdo afetados pela cargaat@ina e a distancia entre os grupos
prostéticos, mas pouco se conhece sobre o mecardemivansferéncia de carga
(Haruyamaet al 2005). “Promotores” de elétrons, tais como 4-metapiridina (4-
pyS) e 4,4’-ditiodipiridina (4-pySS), quando imobddos como monocamadas sobre
eletrodos (Au, por exemplo), mostram-se bastardggves no estudo de processos de
transferéncia de elétrons em metaloproteinas (¥ostiiet al, 1999). O sucesso desses
modificadores é atribuido ao fato de que ambosuemssum grupo funcional X capaz
de se ligar a superficie metélica e um grupo furai®y, fracamente basico ou anibnico,
capaz de interagir com 0s grupamentos lisina (pesiente carregados em pH

fisiol6gico) da metaloproteina (Souekal, 2001).
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1.6.7 Corrente amperométrica

Medidas amperométricas sdo obtidas através daltre@s de sinais, devido a
trocas nas cargas superficiais de proteinas, aese#t da interacdo destas
macromoléculas imobilizadas com ligantes espedfitdimicaet al.,2001; Ignato\et.
al., 2002, Tiaret. al, 2002; Helmholz et al.. 2003; Lowinsohn & Betita2006).

Respostas amperométricas obtidas da interacdo aleimas com ligantes
adsorvidos em filmes condutores podem ser alteradoselacdo a concentracdo da
composicao do meio (Nadzhafostal, 2004). O acréscimo na corrente amperometrica
indica uma baixa repulséo eletrostatica na superfic eletrodo de trabalho (Cohen
al., 1996). Sistemas eletroquimicos envolvendo polintsermutores e semi-condutores
tém sido usados para o desenvolvimento de sengonescos e também para estudos
de estruturas de biomoléculas (Ito, 2001; Guo &d@009).

Eletrodos de platina e ouro tém sido utilizadosapanalisar interagbes
amperométricas de biomateriais avaliando a traéisééa de elétrons entre o eletrodo de
trabalho e a proteina para aplicacdo em indUusdliagenticias e biossensores (Wade
al., 2005). Desde 1995 sua maior aplicacdo foi em aasdguimicas na agricultura,
bem como na industria de alimentos (Zhabgl, 2000) e medicamentos (Rogers &
Gerlach, 1996).

Principios baseados na interacdo carboidrato/kganssibilitam a construcao
de sensores de glicose usando a Con A (Hawa, 1898practerizacédo de Con A
interagindo com glicose foi realizada utilizandotod®s amperométricos (Sugawara,
1998). Con A imobilizada em Sepharose através des imetalicos carregados
positivamente podem ser usados como ferramentaampo de biossensores (Sosnitza

et al., 1998).
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1.6.8 Biossensores

Sensores que utilizam material biolégico (enzina#jcorpos, antigenos,
organismos, tecido animal e vegetal, células, @lgane outros), imobilizado em uma
membrana adequada e conectado a um transdutomaytoraram o aparecimento de
reagentes ou produtos da reacdo do material bomldgbm o material de interesse,
convertendo este sinal biolégico em sinal elétris® hodiernamente classificados
como biossensores (Filho-Fatinedd al, 1992; Riccardiet al, 2002; Brunoet al,
2006 ; Borisov & Wolfbeis, 2008). Estes tém aduzidaior progresso nos ultimos
anos, decorrente da necessidade de testes arsaliioples, rapidos e baratos para
determinacdo de importantes compostos quimico®léditos que se encontrem em
concentracdes muito baixas (Alfaya & Kubota, 20@2nget al, 2009).

A caracterizacdo de um sistema biolégico com aito gle precisdo necessita 0
conhecimento deste, suas propriedades estrutubgs) como estabilidade na
conformacdo das moléculas interagindo ou ndo cgamtiés especificos (BasHi al,
1999). O fenbmeno da interacdo em um sistema béndgpde ser descrito, na interface
de biomoléculas, através de métodos eletroquinfleesquelmont-Loizost al, 1997;
Cohenet al, 1999).

A imersédo de um biossensor em solucdo de inte@szsiona a difusdo do
substrato para o interior da membrana, onde sen@ac® material bioldgico
imobilizado que catalisa a reacdo, formando-seamassi produtos ou consumindo co-
substratos eletroativos tais comgeQd CO,, NH3; O,, acidos entre outros (Filho-
Fatineloet al, 1992). A energia desenvolvida por essa reacée per convertida, pelo
biossensor, em um impulso, potencial ou correnétriehd; uma mudanca de cor

(Riccardiet al, 2002), chamada transducao optica (Pinheiro &kado, 2005), ou

-24 -



Caracterizagéo das lectinas... Pimentel, J. C.

mudanca de massa, que conduz, por exemplo, umangauda freqiéncia de vibracao

de um cristal piezoelétrico, entre outras (Riccatdil, 2002), Figura 10.

] n

Susbstancia
Proteina elefroativa —>  Flefrodo
Enzima Mudanca 3 Eletrodo de pH
de pH semicondutor
- Condutor ; -
corpo Calor D i Sinal elétrico
Microor- Luz S Condutor
ganismo de fétons
Célula Mudanca Cristal
de massa > piez elétrico ’
|
Biorreceptor Transducao

do sinal

Figura 10: Representacédo esquematica do princgpmassensor.

Fonte: Jadilma Cosme Pimentel

Um sensor bioldgico necessita apresentar paramet@steristicos como
sensibilidade, estabilidade e tempo de resposti daliernamente biossensores tém
sido usados no monitoramento continuo de procdsstifgicos e sintéticos, e ajudam
no entendimento desses processos. Aplicacdes gipiwduem monitoramento e
controle ambiental, bem como medidas quimicas riaudigira, alimento (Zhangt al,
2000; Sozer & Kokini, 2009) e industrias de droBaders & Gerlach, 1996), além de
monitoramento em tempo real vivo, que substitui as técnicas analiticas intermigente

usadas em quimica industrial e clinica (Zhanhgl, 2000; Shemt al, 2007).

O biossensor tem demonstrado a mesma precisao,d@ueomparado a
metodologia aplicada atualmente para certos exasoss) de urina e em alimentos, por
exemplo, no entanto, tem demonstrado maior singald® e economia. Tem facilitado,

na medicina (Baset al. 2007; Duet al, 2008), a identificacdo e quantificacdo de
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metabolitos de forma especifica, mesmo em quardglatlito pequenas de amostras,
como nos liquidos corporeos. Mormente, sendo asanf@ita em tempo real o paciente
pode ser atendido mais rapidamente (Alfaya & Kub@@)2; Riccardiet al, 2002;
Wee, et al, 2005; Nordiret al, 2005). Biossensores sao aplicados também ensesal
veterinarias, controle e analise de processosrdefdgacdo, andlises virais, bacterianas
e farmacéuticas, controle industrial, aplicacddgarnes (Rogers & Gerlacét al, 1996)

e para o controle e monitoramento da poluicéo (Rwetal, 2001; Hoet al, 2005).

Foi construido um sensor bioldgico balizado no mhétoolorimétrico para a
identificacdo rapida de subespécieskdeherichia coli onde utilizaram nove lectinas
de baixo custo; devido aos resultados obtidos erpeatalmente; acredita-se que este
sistema € uma grande promessa para a identificagiobioldégica em amostras reais
(Ertl et al, 2003). Strianese et al. (2009) realizaram test#lizando um biossensor,
para o monitoramento do crescimento bacterian@esgsceptibilidade a antibibticos.
Pickup et al (2004) reportaram um sensor para monitorar glicboaseado no método

fluorescente, tendo efetuado testesivo.
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2 Objetivo Geral

Caracterizar as lectinas de folhasBdihinia monandrgdBmoLL) e de sementes de

Cratylia mollis(Cramoll) através de sistemas potenciométricongeaometricos.

2.1 Objetivos Especificos

Analisar as propriedades eletroquimicas da lectieafolhas deBauhinia
monandrainteragindo ou ndo com carboidratos especifica®di ou de membrana
celular para relacionadas a trocas de cargas stipesrpresentes na BmolLL.

Determinar os potenciais eletroquimicos gerados peferacdo da lectina
sementes d€ratylia mollis Cramoll, em solu¢cdo com carboidratos livres gi@orar
a distribuicdo de cargas sobre a superficie daéect

Avaliar a interacdo da lectina de folhas Be monandra imobilizada em
nanoporos de Nafion, com endofiticos, da linhagdrPEDA 598, isolados de folhas
deBauhinia monandraatravés de métodos potenciométricos e amperomegtric

Analisar a inibicdo da interacdo dos endofitic@slisthagem UFPEDA 598,
isolados de folhas dBauhinia monandrecom BmoLL imobilizada em nanoporos de

Nafion, com carboidratos especificos.
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An Electrochemical Model to Evaluate Lectin-Carbohylrate Interactions
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Coelhd
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A lectina de folha deBauhinia monandraBmoLL), especifica a galactose, e a lectina da
semente de€ratylia mollis (Cramoll 1,4), especifica a glicose e manose, d&lo purificadas
por meio de fracionamento com sulfato de amdnicroenatografia de afinidade. Um sistema
eletroquimico foi desenvolvido para avaliar os poigis eletroquimicos de BmoLL e Cramoll
1,4 obtidos através de técnicas potenciostaticasdasdiferentes solu¢des salinas como meios
eletroliticos para avaliar a distribuicdo de cargase o eletrodo de Ag/AgCl, eletrodo de
referéncia, e um eletrodo de platina, eletrodoraleatho. Os melhores potenciais para BmoLL
(0,31 a 0,18 Ws AglIAgCI) e Cramoll 1,4 (0,25 a 0,21 w6 AgIAgCI) foram determinados. O

modelo proposto é um potencial biossensor altansamsivel.

Palavras-chaves: Lectina de folhaBeuhinia monandraligacéo proteina-carboidrato; Lectina

de semente d€ratylia mollis modelo eletroquimico; sistema potenciométrico.
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Bauhinia monandrdeaf lectin (BmoLL), galactose specific, a@tatylia mollis seedlectin

(Cramoll 1,4), glucose/mannose specific, have bperified through ammonium sulphate
fractionation followed by affinity chromatograph&n electrochemical system was developed
to evaluate BmoLL and Cramoll 1,4 electrochemiaateptials obtained through potentiostatic
techniques using different salt solutions as cemrie evaluate charge distribution between
Ag/AgCI electrode, reference electrode, and a mlati electrode, work electrode. The best

electrochemical potentials for BmoLL (0.31 to 0\ 8/s AgUAgCI) and Cramoll 1,4 (0.25 to

0.21 V vs AgOAQCI) were determined. The proposed model is a lhiglensitive potential

biosensor.

Keywords: Bauhinia monandrdeaf lectin; carbohydrate-binding protei@ratylia mollis seed

lectin; electrochemical model; potentiometric syste

Introduction

Electrochemical systems are analytical instrumessisd to determine electro-active
species present in a sample solution under evatualihese devices are widely used due to the
increased necessity of simple, fast and econondnalytical tests to obtain chemical and
biological determinations in very low reagent camtcations: A biosensor is characterized by
sensitivity, stability and time of response; itspital applications include chemical
measurements in mediciﬁeagriculture, food and drug industrieSensor devices are also
applied in veterinarian analysis, viral procesdes;terial and pharmaceutical fermentations,
military application§ as well as pollution control and monitoracy.

Lectins comprise a structurally very diverse clakgroteins of a non-immune nature

that are found in many types of organism rangignfiviruses to humans. Transport proteins,
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enzymes and toxins may qualify as lectins if theptain carbohydrate-binding sites, which
could or not agglutinate cells or precipitate sinues that contain sugar residdéghey may be
soluble or membrane-bound and are widely used alytaral and preparative agents in the
study of glycoprotein$.

Bauhinia genus has been studied for its medicinal properiech as hypoglycemic
trials. Bauhinia monandrdeaves contain relatively high concentration afjadactose-specific
lectin (BmoLL); more than 2 mg of lectin were olbiadl from 5 g of leaf powdé&mB. monandra
leaf preparations containing BmoLL have alreadyeeded hypoglycemic properties in rats; the
interfacial behavior of BmoLL and its ability totevact with lipid monolayers have been
studied by surface tension measuremémiso, ethanolic extracts froB. monandraleaves
showed antioxidant activiti€$;BmoLL insecticidal action has also been evaluate@ratylia
mollis seed lectin, Cramoll, have different moleculamisy isolectins and isoform (Cramoll 1,
Cramoll 2, Cramoll 3 and Cramoll 4), with differenbnosaccharide specificiti€&sCramoll 1,4
have been used to detect normal and transformds, d@nignant or malignaft. Cramoll
isolectin 1 (Cramoll 1) was sequenteand crystallized® it revealed immunogeritand anti-
tumoral activities.” Cramoll 1 and Cramoll 1,4 also showed mitogentiviy.®

Many studies are being carried out to identify améracterize lectin carbohydrate
interaction$’ and electrochemical systems have been of greairtemre as a relatively easy
and trustworthy methodology. In this work BmoLL a@damoll 1,4 carbohydrate biospecific
bindings were evaluated under different chargedirenments using an analytical sensor
assembly. This new method could broadly unravdbgioal phenomena involving lectins and

specific carbohydrates.
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Materials and Methods

Purification of BmoLL and Cramoll 1,4 and electrochemical potential determinations

BmoLL and Cramoll were purified through extractio@mmonium sulphate
fractionation (FO-60%) and affinity chromatograghi@ guar gel colunthand Sephadex G-
751° respectively.

Electrochemical potentials were determined in 20® 200 mmol.[* phosphate buffers
as well as 150 mmol:L NaCl, in absence and presence of specific cadraksgs to BmoLL
(0.5 mg/ml; 200 to 1000 mmolLgalactose) and Cramoll 1,4 (1.0 mg/ml; 200 to 1600ol.L

! glucose), in the below mentioned electrochemiell ¢

Reference electrode (Ag/AgCl) and confection of platinum work electrode

The electrochemical potential of B§gCl electrode was evaluated in relation to a calom

saturated reference electrdde.

The work electrode was made of a double platinietinum sheet connected with a
platinum wire; it showed a greater charge poteimiaklation to reference electrode (Figure 1).
These electrodes were coupled to a high impedandé&nmater to register electrochemical
potentials (Figure 2).

Phosphate buffer preparations and calibrations vpegormed using solutions of
monobasic and dibasic potassium phosphate prepar&® mmol.L!, 100 mmol.[*, 200
mmol.L?, 300 mmol.[* and 400 mmol.I* concentrations. The computer statistical analysis

processed by Microcal (TM) ORIGIN, version 6.0, kMical Software.
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Results and Discussion

An important issue in life sciences is to expldne structure-function relationship of
protein molecules in an environment and the ligafféct on their structural and dynamic
characteristics. Perturbations introduced by caon&tional structure changes in protein
molecules can affect the analyzed molecule intafaension which may be of particular
importance for the specific function.

The availability of pure BmoLL and Cramoll in mgliam amounts, with
pharmacological applicatiois!” **as well as previous approaches to define electroital
potential of free and immobilized Cranflhave raised interest to evaluate lectin carboligdra
interactions under distinct charged environments.

Protein adsorption on metal electroesf interest to develop potentiometfiand
amperometric biosensofsThese methods reveal charge transfer processesriagcin the
electrode/electrolyte interface, with fundamentahportance to study macromolecular
superficial chargésto apply in analytical systefffsand studies of charged proteffis.

Electrochemical systems have been widely useddecic evaluation of interactions
between biomolecules and respective ligafids electrochemical system characterization of a
redox protein is important to unravel the biologicunctions of macromoleculés.
Potentiometric sensors have been applied to deter@ivariety of biological analytes using
different types of AGQAgCI reference electrode containing 3 M KCI as inelectrolyte or KCI-
containing membran®.The electrochemical system using platinum eleetr@isusAgAgCI
(B3M KCI) reference electrode was efficient to measBmoLL and Cramoll specific
carbohydrate interactions. Under all experimentaiditions the formation of protein layer on
electrode surface is an effective model used talystthe electron transference at the
electrode/solution interfacd. An electrochemical potential is generated by proteharge

accommodation in electrode surface submitted telaatric field. This measurement depend
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upon adsorbed molecule conformation, adsorptiocefr metallic surface composition and
electrolyte solutiors as well as applied electrochemical system progetti

Protein activity in general occurs at a pH rabgéveen 5 and 9; alterations beyond
these limits can induce its denaturation or ination. The use of buffers confers to steady state
a unique pH, in which proteins are in constantvagti In the present work (Figure 3) the
electrochemical system was applied to evaluate Bmahd Cramoll 1,4 interfaces with
electrode/electrolyte interactions as analyzedutnoelectrochemical potentials under different
conditions. All buffer measurements were perforraegH 6.5, with active lectins; potentials in
phosphate buffer stabilized after 50 min. Curve<2f?0 and 300 mmol.t phosphate buffer had
a better charge accomodation in electrode surfadith, stable electrochemical potentials.
BmoLL and Cramoll 1,4 electrochemical potentialsiem200 and 300 mmolLphosphate
buffer or 150 mmol..X NaCl, in carbohydrate absence, had also reveafgitehvalues in
relation to those obtained in the same electroloiations with galactose or glucose (200, 400,

600, 800 and 1000 mmoli).

The principles based on charge distribution ofdewelectric layer on Cramoll 1,4
interface system adsorbed on a platinum electrodace or immobilized to active glass surface
with aminopropiletoxisilane, APTES, made possibte construct the first electrochemical
sensor to define analytical forms of lectin in salisolutions interacting with ligarfd.In
general, red cell agglutination interactions hagerbused to detect lectin activity; even so, a
fast and convenient system is necessary to elecldatin and carbohydrate interactidh3.he
presence of binding sites to carboxylated groupsyitocrome C was confirmed through
electrochemical potential interactions regulated ddgctron transference between protein
exposed to an electric field and different concaiuns of ligands? *

Positive electrochemical potentials are importémt studies of redox systents.
BmoLL and Cramoll 1,4 electrochemical potentialgevpositive and stabilized. Systems that
can determine the charge distribution in proteirfames such as lectins or enzyfiesere

carried out to define relative affinity of these lemules to cellular receptors in live organisms.
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A redox system to glucose analysis wiitanavalia ensiformisseed lectin, Concanavalin A
(Con A) obtained better result at 0.16 V electrocttal potential, in phosphate buffer at pH
6.9, with 100 mmol.L-1 glucosg.

The present calibration interactions of known lectoncentrations (0.5 mg/ml, BmoLL,
and 1.0 mg/ml, Cramoll) were measured with a cayaite range of 200 mmoliLto 1000
mmol.L* and carbohydrate absence (control); the data shawsignificant reduction curve

when glucose and galactose increased in solutions.

The linear calibration curve obtairigda potentiometric response among 200 to 1000
mmol.L™" galactose revealed BmoLL correlation coefficieh0®57 in 150 mmol.t NaCl and
0.853 in 300 mmol.tt phosphate buffer; Cramoll presented a better résul50 mmol.L*
NaCl, with a correlation coefficient of 0.965. Thexonditions express an important
characteristic to make devices applied to analytiesaerminations (Figure 3). The high data
correlation index showed BmoLL and Cramoll stapilind ability to recognize carbohydrates
in electrolytic environments. Sensors with highretation coefficient revealed the highest

sensitivity of these devicés.

The electrochemical potential reductimersus carbohydrate concentration increase
(Figure 3) indicates a charge reduction in ele@radirface. The system sensitivity was
dependent upon free carbohydrate binding sites; lBnstructural conformation could reveal a
lower superficial charge number inducing reductibelectrochemical potentials (150 mmot.L
NacCl). A lower affinity was detected to Cramoll260 and 300 mmol.L phosphate buffers, at
high glucose concentrations. Electrochemical pa@kntrevealed charge distribution on
molecular surface that can vary in relation to usledtrolytic solutior’™

Studies of biomolecule superficial charges in sohg and/or adsorbed on metallic
surfaces, are essential prerequisites for inteapoget of structural changes by interaction of
macromolecules with its ligands, to define speitifi€ Charge alteration capacity in
electrode/electrolytic interface of a protein wapecific ligand has been applied to develop

analytical sensor¥.
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Electrochemical potential stabilization time in fheerface work electrode is singular to
each biomolecule evaluated in the system. Thetsesbtained in this work suggest that double
platinized platinum sheet connected with a platinwine, with the purpose to increase
biomolecule adsorption area is skillful for electinemical potential evaluations. A high
stabilization degree of the double electric layerprotein/electrode interface in electrolytic
solutions was obtained. The present work could opew horizons to the development of

systems to characterize lectin interacting with siface carbohydrates.

Conclusion

A simple and economical quantitative model was biged to evaluate BmoLL and
Cramoll 1,4 specific carbohydrate interactions und#ferent charged environments. The
system was sufficiently sensitive to detect lectimformational changes through bioadsorption

with ligands.
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Figure 2: (a) Electrochemical cell. (b) Work electrode §odAgrIAgCI reference electrode immersed in

solution.
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Data are given as meafsS.D. for three experiments each.
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Abstract

A galactose-specifi®@auhinia monandraleaf lectin (BmoLL) has been highly purified thgiu
ammonium sulphate fractionation and guar gel affinohromatography. Qualitative assays have been
used to evaluate lectin interaction with membraadachydrates. This work evaluated the interaction
between BmoLL immobilized on nafion beads and rabhjthrocyte carbohydrates in an electrolytic
medium with and without galactose (100 mM and 20@)nthrough a potenciometric method. A
significant difference was observed in relation BmolLL-nafion beads interacting with rabbit
erythrocytes in galactose absence. This methodakedea great efficiency to evaluate BmolLL
interactions with erythrocyte membrane carbohydrated could be applied to erythrocyte surface

studies.

Key words:Bauhinia monandrdeaf lectin; erythrocytes; carbohydrate-bindingtpm; potentiometric

system.

Introduction

Lectins are specific carbohydrate recognition pnsteor glycoproteins which can agglutinate
several cellular types (Singh et. al., 1999; Diblale 2009). These proteins with described ladati(Sa
et al., 2009) and insecticidal activities (Silvaakt 2009) have been used as histopathologicdd foo
cell recognition differentiation and functions (Mat et al., 2000; Iskratsch et al., 2009). Cellular

membrane oligosaccharide chains are widely relattdlectin biological functions (Beltréo et al.998).
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The versatile lectins possess two or more carbatigdrinding sites and this characteristic expléms
ability to establish connection to erythrocytes attter cells (Matsui et al., 2000; Huanga et &08).

According to Correiat al (2008) the lectin presence can be detected imnapke through
hemagglutination assay; protein binding sites ademith erythrocyte surface carbohydrates through
reversible links among cells (Dinh et al., 2009).

The confirmation that the lectin is the agglutingtiagent occurs with an inhibition assay using a
solution containing specific carbohydrates or gphmteins; lectin binding site occupation with free
carbohydrate avoids lectin binding to erythrocyteface, preventing cell agglutination and network
hemagglutination (Ratanapa al, 1998; Correia et al., 2008; Dinh et al., 200R)ese properties had
also been reported to coaguldmbringa oleiferalectin (cMoL) with hemagglutinating activity to lvhit
and A, B, O and AB human fresh erythrocytes; it wa®ngly inhibited by ovalbumin, beyond these
applications this lectin can be used to water teat for human consumption (San&sal, 2009).

Lectins bind to specific carbohydrates by hydrogedges, metallic coordination, van der Waals
interactions and hydrophobic interactions (DrickemE998). Some lectins have mitogenic activity
(Maciel et al.,, 2004) and stimulate lymphocyte sfanmations and apoptosis (Barbosa et al., 2001);
others identify preferential malignant cells (Bétiret al., 1998; Tan et al., 2008) and can be used
sanguineous typology process (Matsui et al., 20Q%ctins have the most variable functions in liyin
organisms (Huanga et al., 2008; Iskratsch et AD9Y, in endocytosis mechanism (Rudger et al., 2000
apoptosis (Correia ail., 2008). In bacteria and parasites they pagteipn linking process to cells
hostesses (Oka & Spiegel., 1997).

Cell surface carbohydrates can interact with onenore lectins through selective binding; the
specificity can be quantified through electrochaahpotential determinations (Souza et al., 2001).

Nafion polymer surface contains pores in scaleeoftb hundreds of nanometers characterizing
nano-structures. These nafion nanopores endowddneiative loads attributed to sulfonic groups, are
excellent proton conductors (McGovern et al., 20@Bdteins can be immobilized in these loaded films

with high electroactivity to recognize specificdigds (Huang et al., 1998).
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A molecule electrochemical potential is surfacergbadistribution dependent when submitted to
an electric field. With this measure it is possitleexplore charge distribution on proteins, enzyraed
lectin surfaces (Yoshisumi et al., 1999; Souzd.e2801; Guo & Dong, 2009).

Bauhinia monandrdeaves have a high concentration of a specifiagiase lectin; more than 2 mg
of BmoLL can be obtained from 5 g of leaf powderoéto & Silva, 2000).B. monandraleaf
preparations containing BmoLL have already reveddgpoglycemic properties in rats; the interfacial
behavior of BmoLL and its ability to interact wilipid monolayers have been studied by surface ¢ensi
measurements (Rosilio et al., 2004). Also, ethanaktracts fromB. monandraleaves showed
antioxidant activities (Argélo et al., 2004); Bmolihsecticidal action has also been evaluated (Mae¢d
al., 2007).

The aim of this work was to evaluate the interacfioeference of BmoLL immobilized on nafion

beads to rabbit erythrocyte membrane carbohydoatfree galactose in an electrolytic medium.

Materials and Methods

BmoLL (0.5 mg/ml) was purified through a previouslgfined protocol using an ammonium
sulphate fraction (0-60%) followed by affinity clmatography in guar gel column (Coelho & Silva
2000).

The electrochemical potential of A§gCl electrode was evaluated in relation to a calom
saturated reference electrode (East & Valle, 2000).

The work electrode was made of a double platinigetinum sheet connected with a platinum
wire; it showed a greater charge potential in refato a reference electrode. These electrodes were
coupled to a high impedance multimeter. Electragbal potentials to lectin immobilized in nafion
beads activate evaluation with erythrocytes werterdgned in 150 mM NaCl (Figure 1- A) using an
electrochemical cell compound by an Ag/AgCl refeerlectrode and a platinum work electrode, both
coupled to a high impedance multimeter to obtagctebchemical potentials (Figure 1- B).

BmoLL (0.5 mg/ml) electrochemical potentials wemtetmined in 150 mM NacCl, pH 6.5, in
absence and presence of galactose (100 mM and R)OBmoLL electrochemical potential in galactose
absence was considered a standard to lectin eialuah saline solution containing carbohydrate or

rabbit erythrocytes.
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BmoLL electrochemical potentials were obtained aime solution (150 mM NacCl), in
carbohydrate and erythrocyte absence and pressim@an electrochemical cell coupled to a high
impedance multimeter.

The computer statistical analysis was processedMimyocal (TM) ORIGIN, version 6.0,

Microcal Software.

Results and discussion

Nafion nanopore immobilized proteins are capableinteract with specific ligands due to
electrostatic answers in this system (Hong ef806; Wen et al., 2008). The characterization dtikze
surface carbohydrates have used versatile proteictins, that are important biological tools apglion
potentiometric methods (Souza et al., 2001).

The electrochemical system sensitivity was quantily evaluated in lectin presence (BmoLL)
on electrolytic medium interacting with rabbit dmacyte membrane carbohydrates (Figure 1). The
electrochemical potential variations in BmoLL nafibead absence (441,413 mV) and presence (356,796
mV) was observed on Figure 2-a. The interactionvbeh BmoLL nafion-beads with galactose (Figure
2-b) reduced significatively the electrochemicatgmbial with galactose (100 mM, 134,541 mV; 200
mM, 137,503 mV) revealing high affinity with BmoLhnd free galactose on this used electrolytic
medium. Similar data were obtained on electrochalrévaluations of Con A (Souza et al., 2001) and
Cramoll interacting with glucose (Souza et al., B0®ouza et al., 2003).

To evaluate protein-cell interaction on this appléystem on erythrocytes presence (Figure 2-c),
without BmoLL (372,904 mV) and on BmoLL presencd {547 mV) it was demonstrated that its
carbohydrate membranes increased affinity with Bipdh relation to free galactose (Figure 2-b); ther
were no significant electrochemical potential véwias detected when galactose was added to medium
with 100 mM (306.1092 mV) or 200 mM (288.4054 nddncentrations, Figure 2-d.

Extracted plant lectins have been used as anallytiols on glycoprotein research, and like
active protein to induce many cellular processesiffans & Van Damme, 1998; Huanga et al., 2008,
Tan et al., 2008). Researchers have consideredana® lectins are involved on cell-cell recogniti@m
the majority of cell surfaces, standards of carloohtes can be found, specific for each cellulaugrthat
can be recognized for one or more lectins throwgbcsive linkages; this selectivity can be quaetlfi

through electrochemical potential determinationsug et al 2001). The singularity of carbohydrate
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standards expressed by cell groups allow lectirtsetosed to show cell surface differences, asgistin
diagnosis (Mufioz-Crego et.a1999).

The red cell agglutination reactions have been tisatbtect lectin action. However, convenient
and fast systems are necessary to elucidate leatbehydrate interactions (Hawa, 1993; Sugawara,
1998; Dinh et al, 2009).

Electrochemical systems response involving bionatedepends on a variety of factors, such as
the immobilized molecule conformation and the deublectric layer interface (Cohest al., 1996;
Niauraet al.,1996; Wancet al.,1997; Sosnitzat al.,1998; Basset al.,1999; Zhang et al., 2000; Niki et
al., 2002; Wen et al., 2008; Guo & Dong, 2009).

On this work it was, therefore, proved that BmolLélestivity to erythrocyte carbohydrate

membranes are responsible for an electrochemit¢ahpal arrangement.

Conclusion

The electrochemical system developed can be apmistiidy processes involving distribution
and charge transference between lectin and erytteragurface. BmoLL presents selectivity to rabbit
erythrocyte carbohydrate membranes. This selegtivits quantitatively proved through electrochemical

potential determination.
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Figure 1
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Figure 1. Schematic representation of BmoLL natieads interacting with rabbit
erythrocytes (A) and electrochemical system (B)}taiming platinum electrode (a), saturated calomel

electrode (b) and electroactive/non-electroactameapores of nafion, a solid polymer electrolyte (c)
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Figure 2
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and 200 mM @) galactose; (c) Electrochemical potential to gsuasion of glutaraldehyde treated rabbit

erythrocytes in A5 mM NaCl (A) suspension of glutaraldehyde treated rabbit evgifies in 0.15 mM

NaCl interacting with BmoLL A); (d) Electrochemical potential suspension of gflakdehyde treated

rabbit erythrocytes in 0.15 mM NaCl interacting lwiBmoLL and inhibition assayed with 100 mM

galactose ¢) and electrochemical potential suspension of gildehyde treated rabbit erythrocytes in

0.15 mM NacCl interacting with BmoLL and inhibiticassayed with 200 mM galactose)( Potentials

were modeled using a Chi-square statistical digtidin (p<0.05).
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Abstract — Bauhinia monandrdeaf lectin (BmoLL - galactose specific ) was intiized on
Nafion and evaluated through an electrochemicahatetising amperometric and
potentiometric techniques, interacting wighmonandraendophytic bacterium in galactose
presence and absence. The lectin was highly speégiindophytic membrane carbohydrates
with a high stabilization degree of the double &ledayer in protein/electrode interface in
electrolytic solutions. BmoLL/endophytic interagt®were related to the presence of modifying
superficial charges, verified by amperometric coirrariation in relation to galactose absence
or presence. Amperometric systems containing bickdgnaterials and involving electron
transferences are of fundamental importance to/snatromolecular superficial charges. The

applied sensor can be use to evaluate BmoLL irtierescat the carbohydrate binding sites.
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Keywords:Bauhinia monandraleaf lectin, endophytic bacterium, electrocheiticafion,

amperometric system.

{running title} Lectin-endophytic interaction

Endophytics are microorganisms that, during attleas phase of its life cycle, live in
vegetal tissues, in systemic way, without causiogf damage (Saikkonen, 1998). These
microorganisms have been isolated from a largersityeof plants (Sharma et. al., 2005); a
plant can have different endophytics, between ferand bacterium (Vandenkoornhuyse et al.
2002; Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006).

Endophytic microorganism transmission can occuwiugh active or passive penetration
through roots, stomata and seeds (Sharma et.G8).ZDhey reach diverse host plant tissues,
colonize specific regions or distribute systemiarfe through conducting vases and intercellular
spaces (Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006). ffarsmission process through endophytic
microorganisms offer to the host a high stresstasce caused by biotic or abiotic factors; in
exchange they receive nutrients and protection ii@bral., 2008; Zhang et al., 2009). The high
mutual interaction promotes endophytic co-evolutigth its plant hostesses (Tan & Zou, 2001,
Bugni & Ireland, 2004). However, under determingduwmstances, this endophyte-host
equilibrium can be unbalanced in detriment of ohthem (Rosenblueth & Martinez-Romero,
2006).

At the beginning of 1990 decade there was a gnéarest in lectin activity since these
proteins are involved on cellular recognition médiain many biological systems, such as
bacteria, virus and protozoary adhesion in ho$s$,de¢ing this a prerequisite for infection, as
well as leukocyte adhesion in vascular endotheblis, a decisive factor of these cells to transit
in living systems, and its performance in defergarest pathogens (Sharon, 1993). Any plant
lectins, produced by roots, act as molecular sgytmasort bacteriAzospirillumassociation,

been a determinant fact about plant-bacteria iot@mspecificity (Antonyuk & Evseeva 2006).
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Selective reaction agglutination between lectin bacterium occurs due to the protein
ability to react with exposed carbohydrates inrtearface making possible this biomolecules
uses such us pathogenic bacterium identificationf{d&-Crego et. al., 1999).

Bauhinia monandrdeaves contain relatively high concentration gadactose-specific lectin
(BmoLL); more than 2 mg of the protein were obtdifimm 5 g of leaf powder. Ethanolic
extracts fronB. monandrdeaves showed antioxidant activities (Argetaal, 2004). The
Bauhiniagenus has been studied for its medicinal projgesiieh as hypoglycemic trials
(Coelho & Silva, 2000)B. monandrdeaf preparations containing BmoLL have already
revealed hypoglycemic properties in rats; the fatgal behavior of BmoLL and its ability to
interact with lipid monolayers have been studiediface tension measurements (Rosilio et
al., 2004) and electrochemical measures (Andea@é, 2009). BmoLL insecticidal action was
also detected (Macedo et al., 2007).

Some plant lectin studies have been carried throliglexpression of these proteins in
bacteria (Luo et al., 2005). Lectins also act aditahal tools in bacterium identification due to
its specificity to their ligand carbohydrates (Etlal, 2003).

Interaction phenomenon in a biological system aaddscribed through
electrochemical methods in the interface of biormales (Guo & Dong, 2009; Sozer & Kokini,
2009). Electrochemical analytical systems thatliporate biologically active materials on an
appropriate transduction element have the purgpeetsure the concentration or activity of
interest product (Guo & Dong, 2009).

The objective of this work was to measure the $jpaaiteraction between BmoLL arigl

monandraleaf endophytics throught amperometric and potemetric methods.

MATERIALS AND METHODS

The electrochemical system was composed by a pfatielectrode (work electrode)
and a calomel saturated electrode (reference etEnirresponsible for the signal transduction

(Figure 1).
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Stabilization potential was obtained through poi@metric measurements performed
on phosphate buffer. Evaluations were carried nuthe presence and absence of galactose
concentrations (100 mM and 200 mM) aBd monandraleaf endophytics (strain UFPEDA
598). The stabilized obtained potential was apptie amperometric technical evaluation of
BmoLL and endophytic interaction.

The electrochemical potential was modelled usi@hasquare statistical distribution
(p«0,05) to determine stability points presentetha expotential equations; all the treatments
were derived from six repetitions. The followinguatjon [Y = Y, + A exp(-X/}] described the
ligand-protein potential interaction, whéefeis a potential interaction at tinhgafter immersion

of the electrode on electrolitic medium ands the measured potential at time zero.

The amperometric determination involved BmoLL imrfiahtion in Nafion beads,
BmoLL-Nafion beads (Figure 01). The amperometrialeation was performed in 150 mM
NaCl and 200 mM phosphate buffer, pH 6.5, as albdic media.

The electrochemical potential was performed conngcdhis electrodes to a high impedance
multimeter. To evaluate the amperometric curreatdlectrodes were coupled to a potentiostat
PAR (Galvanostat, Model 73A), by Princeton Appliedsearch. To obtain this data a stable

electrochemical potential of 110 mV was applied.

RESULTS AND DISCUSSION

There is a clear necessity of new methods to edieithe deep interaction endophyte-
host to evaluate the physiological mechanism af symbiotic association.

The characterization of systems containing biolalgicaterials and involving electron
transferences (tissues, microorganisms, enzymganelies, among others) can be performed
through potentiometric or amperometric electroclvaminethods. These systems are of

fundamental importance to study macromolecular iged charges [Ueta et al., 2008].
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Stability values of ligand-protein potential irdetion derived from the exponential
equation Y = Y, + A exp(-X/j] in relation to its respective treatments (Fga). The best
interaction results were revealed to BmoLL-nafieadis with endophytic bacterium on the
phosphate buffer (306,6916 mV) and with 100 mM (8238 mV) and 200 mM (286,6590)
galactose. This electrochemical potential reduabioispecific carbohydrate free presence on
the electrolytic medium occurred due to immobiliBrdoLL preference to carbohydrates
present on endophytic membrane. The potentiadD6f6216 mV was closed to be applied on
amperometric current obtainment generated by Bmiafion beads interaction with
endophytics on galactose presence and absencerdld The ligand-protein potential
interaction was stabilized at 15 min after immensib the electrode on eletrolitic medium.

A similar reduction of electrochemical potentiatime relation was reported on an
experiment withCratylia mollisseed lectin (Cramoll) interacting with differefticose
concentrations (Souza et al. 2001). Superficiatggmmodifying in accordance with ligand
interaction and electrolytic environment are vedfon electrochemical systems potentiometrics
(Souza et al. 2001; Andrade et al. 2009) and ampetrics (Nadzhafova et al. 2004; Du et al.,
2008)

The results obtained through amperometric teclenpyasented maximum current (55
nA) on endophytic absence and with 200 mM galactaggerior values were verified to
BmoLL/endophytic interactions (117 nA) on galactabsence like maximum value and 76 nA
on 200 mM galactose presence like minimum curi@nifirming BmoLL preference to
carbohydrates present on endophytic membrane. Brabbwed a satisfactory biological
activity when interacting witl8. monandrandophytic bacterium presenting a great specificity
to its carbohydrate membrane. This preferenceigeatwhen BmoLL keeps its band at the
same potential with galactose addition to the edédic medium (Figure 03).

Amperometric measurements are obtained througlalsigansduction due to exchange
protein superficial charges, resultants of the maxolecules immobilized interaction to

specific ligand (Guo & Dong 2009).
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Amperometric responses obtained depends on contiomaiproteic molecule changes
generated by specific interaction with specifiahds, as well as of electrolic medium
composition and electrostatic repulsion on intéoadinding sites ligand-protein —metalic
electrode (Nadzhafova et al. 2004). These systeengtifized like devices with good analytical
performance (Du et al., 2008). Metalic electrodage been used to analyze biomaterial
amperometric interactions evaluating electron tienesice between the electrode and the
protein to apply on food industry and biosensore€¢Wt al., 2005; Sozer & Kokini, 2009; Basu
et al.2007; Du et al., 2008).

Conformational change determinations on biomolesutéaces generated by specific
ligand interactions were carried out to definetreéaaffinity of macromolecules to cellular
receptors in live organisms (Wen et al., 2008)

Antonyukl & Evseeva (2006) observed that plant teotins are involved in the symbiosis
process with endophytic organisms and are fundaahantletermine plant-bacterium
interaction genotypic specificity.

The electrochemical system containing BmoLL-Nafieads revealed a specific
protein interaction with endophytics. The high ritff between BmoLL and the endophytic
bacterium in the used system will allow its use@smportant tool to study endophyte-host

relationship to facilitate research in economic andironmental impact fields.

ACKNOWLEDGEMENTS

The authors express their gratitude to the Considdmonal de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnologico (CNPq) for research grants and fellopv§hCBBC).

-87-



Caracterizagéo das lectinas... Pimentel, J. C.

REFERENCES

Argolo A. C. C., Sant’ Ana, A. E. G., Pletsch, Moelho, L. C. B. B. (2004) Bioresour.
Technol., 95, 229-233.

Coelho, L. C. B. B., Silva, M. B. R. (2000) Phytech. Anal.11,295-300.

Macedo, M. L. R, Freire, M. G. M., Silva, M. B.,Roelho, L. C. B. B. (2007) Comparative
Biochem Physiol. Part A46,486—498.

Rosilio, V., Boissonnade, M., Coelho, L. C. B. Bgntos-Magalhées, N. S., Andrade, C. A. C,,
Baszkin, A. (2004) Coll. Surf. 250 491-497.

Souza, S. R., Correia, M. T. S., Pessoa, M. M..AKBnnedy, J. F., Lima-Filho, J. L., Coelho,
L. C. B. B. (2001) Carbohyd. Polyr6, 191-193.

Ueta, R. R., and Diniz, F. B. (2008) Coll. SurfB®interfacesl, 244—-249.

Bugni, T.S., and Ireland, C.M. (2004) Nat. ProdpR¥, 143-63.

Tan, R.X., and Zou, W.X. (2001) Nat. Prod. Re&p448-59.

Zhang, Y., Mu, J., Feng, Y., Kang, Y., Zhang, 14, 8., Wang, Y., Ma, L., Zhu, Y. (200®)ar.
Drugs7, 97-112.

Rosenblueth, M., and Martinez-Romero, E. (2006) Maht Microbe Interact9, 827-837.
Conn, V. M., Walker, A. R., Franco, C. M. M. (200dpl Plant Microbe Interac?1, 208—218.
Du, p., Zhou, b., Cai, c. (2008) J. Electroanale@t614, 49-156.

Wen, Y. L., Yang, X.., Hu, G., Chen, S.; Jia, NO@8) Electrochim Actab4, 744—748.
Saikkonen, K.; Faeth, S. H.; Helander, M.; Sulliv@nJ. (1998) Annu Rev Ecol Sy&9, 319-
343.

Sharma, P. K., Sarita, S., Prell, J. (20CGh)r Sci.89, 608-610.

Vandenkoornhuyse, P., Baldauf, S. L., Leyval, @a&ek, J., Young, P. W. (2002) Science,
295 2051-2052.

Antonyuk, L.P. & Evseeva, N.V. (2006) Microbiologgh, 470-475.

Sharon, N. 1993. TIBS.18, 221-226.

- 88 -



Caracterizagéo das lectinas... Pimentel, J. C.

Mufoz-Grego, A., Alvarez, O., Alonso, B., Rogers, JJDLIovo J. (1999) Electronic Lectin
Journal 13, 87.

Andrade, C. A. S.; Oliveira, M. D. L.; Santos-Mduaés, N. S., Correia, M. T. S.; Melo C. P.
(2009)Colloids Surfaces B8 7-12.

Luo, S., Zhangsun, D., Tang, K. (2005)pl Genet and Mol Biotechndb9, 184-191.

Ertl, P., Wagner, M., Corton, E., Mikkelsen, S.(R03) Biosens Bioelectrorl8, 907-916.

Guo, S.; Dong, S. (2009) Trends Anal Ch28n 96-109.

Sozer, N. & Kokini, J. L. (2009)'rends BiotechnoR7, 82-89.

Wee, K. W., Kang, G. Y., Park, J., Kang, J. Y., ¥ipD. S.; Park, J. H.; KIM, T. (2005)
Biosens Bioelectrorg0, 1932-1938.

Basu, A. K., Chattopadhyay, P., Roychoudhuri, haktaborty, R. (2007). Bioeletrocheit,
375-379.

Souza, S. R, Correia, M. T. S, Pessoa, M. M. Xdhnedy, J. F, Lima-Filho, J. L, Coelho, L.

C. B. B. (2001) Carbohyd. Polyr6, 191-193.

-89 -



Caracterizacdo das lectinas... Pimentel, J. C.

Electrochemical |
signal '

ot
et
—
-
—
et

Bioreceptor Signal
transduction

Figure 01: Schematic representation of the elebtwical system for amperometric

measurements.
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Figure03: BmoLL electrochemical potential evaluation ieatolitic medium.
BmoLL-Nafion beadsd); BmoLL-Nafion beads with endophytic bacteriuh);(BmoLL-Nafion beads

with endophytic bacterium and 100 mM galactdSg BmoLL-Nafion beads with endophytic bacterium
and 200 mM galactose (d)p 0.05).
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Figure 02: Amperometric current generated by Bmdafion beads in phosphate buffer interacting with
specific carbohydrated) and bacteriumb). p<0.05.
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Conclusobes

- Foi desenvolvido um método eletroquimico, quatitib, para avaliar mudancas
conformacionais das lectinas, BmoLL, imobilizada Ime, interagindo com células

e/ou galactose e Cramoll livre interagindo corage;

- Os sistemas eletroquimicos desenvolvidos podenag@rados para o estudo de
processos envolvendo distribuicdo e transferéreieadgas entre lectinas e carboidratos

de superficie de membranas celulares;

- BmoLL apresentou alta seletividade aos carbadrde membrana dos eritrécitos

de coelho e dos endofiticos (UFPEDA 598) utilizados sistemas;

- O Sistema amperométrico aplicado detectou alteragéio de BmoLL com os

endofiticos extraidos de folhas Bemonandra

- Os sistemas eletroquimicos utilizados contribuema estudo da associacdo de

lectinas com carboidratos apresentados em suparft@lulares podendo elucidar a

atuacao destas proteinas em importantes processteses.
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