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A BmoLL, que é a lectina extraida de folha de Bauhinia monandra, é especifica para
galactose e tem sido purificada através de fracionamento com sulfato de amoénio e
cromatografia de afinidade. A Cramoll, lectina de Craltylia mollis, reconhece glicose/manose e
apresenta propriedades similares a concanavalina A, Con A, lectina que é extraida de sementes
de Canavalia ensiformis, e j& é bastante caracterizada. Os potenciais eletroquimicos para
BmoLL e Cramoll 1,4 foram obtidos através de técnicas potenciostaticas, utilizando diferentes
solugdes salinas como suporte para o controle da distribuicdo de cargas entre o eletrodo de
Ag/AgCl, como eletrodo de referéncia, e o eletrodo de platina como eletrodo de trabalho, em
um meio aerado. Os potenciais eletroquimicos positivos e especificos determinados para a
BmoLL e Cramoll 1,4 indicaram uma alta sensibilidade dos eletrodos utilizados. Os resultados
observados sugeriram que uma maior area de superficie do eletrodo aumenta a estabilizacdo na
interface da dupla camada elétrica. O sistema eletroquimico foi desenvolvido para avaliar as
trocas de cargas nas superficies de BmoLL e Cramoll 1,4 livres interagindo ou ndo com seus
carboidratos especificos.

Palavras chaves: Bauhinia monandra, Cratylia mollis, Biossensores, eletroquimica,

lectina, potencial eletroquimico, sistema potenciométrico.

Abstract

BmoLL, that extracted lectin by Bauhinia monandra leaf lectin, is galactose specific and
have been purified through ammonium sulphate fractionation followed by affinity
chromatography. Cramoll, Craltylia mollis seeds lectin, recognizes glicose/manose and presents
concanavalin A, similar properties, Con A, lectin one that it is extracted of Canavalia

ensiformes seeds, and already sufficiently is characterized. BmoLL and Cramoll 1,4



electrochemical potentials were obtained through potenciostatics techniques using different salt
solutions as carriers to evaluate distribution between Ag/AgCI electrode, reference electrode,
and double platinized platinum foil connected with a platinum wire, work electrode. Lectin
positive electrochemical potentials were determined and indicated electrode high sensitivities.
The obtained results suggested that a high area electrode surface increases the stabilization in
interface of the double electric layers. An electrochemical system was developed to evaluate
charged loads in BmoLL and Cramoll 1,4 free surfaces, interacting or not with their specific
carbohydrates.

Key words: Bauhinia monandra, Cratylia mollis, lectins, biosensors,

electrochemical potentials, free surfaces, electrochemical potenciometric system.

Introduc&o 1 -Lectinas

1.1 Histoérico

Em 1888 Stillmark fez o primeiro estudo sobre lectinas. Utilizando um extrato bruto
de sementes de mamona (Ricinus communis) que era capaz de produzir hemaglutinacdo em
diferentes espécies de eritrocitos e denominou de ricina a proteina responsavel por esse
fendmeno (Gabor et al., 2001). Na década seguinte, Hellin descobriu que o extrato téxico de
sementes de Abrus precatorius (jequiriti) também produzia aglutinagéo de eritrocitos, a proteina
responsavel foi chamada abrina (Kennedy et al., 1995).

A principio essas proteinas ou glicoproteinas foram denominadas aglutininas,
hemaglutininas, fitohemaglutininas ou fitoaglutininas (Sharon & Lis, 1998). Em 1954 Boyd e
Shapleigh propuseram o termo lectina para definir essas proteinas.

Em 1960, descobriu-se que as lectinas promovem estimulacdo mitogénica de

linfécitos e inibicdo do crescimento de células tumorais, fazendo com que as mesmas fossem



muito utilizadas em estudos citoquimicos e histolégicos (Moreira et al., 1991; Sharon & Lis,
2001).

Através de cristalografia de raios-X é possivel elucidar estruturas de proteinas com
seus grupamentos quimicos e os tipos de ligacdo que sdo formadas (Tavares et al., 1996). As
lectinas possuem um ou mais sitios de ligacdo para as unidades glicidicas. Elas sdo
glicoproteinas de origem nao-imunolégica, que podem ligar carboidratos (Figura 01) e aglutinar

células (Singh et al., 1999), como mostra a Figura 02, porém, carboidratos
Um sistema eletroquimico... Pimentel, J. C. especificos podem ligar-se a lectina impedindo a

aglutinacdo de células (Ratanapo et al., 1998), Figura 03.
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Os carboidratos especificos se ligam as lectinas através de pontes de hidrogénio,
coordenacdes metalicas, interacGes de van der Walls e interacfes hidrofdbicas (Schwarz et al.,
1993; Drickamer, 1998), a interacdo também pode ser mediada diretamente por moléculas de
agua (Yoshizumi et al., 1999).

A primeira lectina obtida na forma cristalina foi extraida do feijdo de porco,
Canavalia ensiformis, denominada Concanavalina A (Con A) em 1919 por James B. Summer.
No final da década de 40, William C. Boyd e Rose M. Reguera reportaram que certas sementes
continham aglutininas especificas para antigenos dos grupos sanguineos humanos (Sharon &
Lis, 1972). Em estudos recentes a Con A foi utilizada para a constru¢cdo de um biossensor
enzimatico para glicose e lactato, apresentando resposta satisfatoriamente rapida e boa
reprodutibilidade (Anzai et al., 2000), bem como, foi utilizada como receptor para mensurar

glicose in vivo (Pickup et al., 2005).

1.2 Classificacéo

As lectinas constituem um grupo de proteinas heterogéneas, diferindo entre si
quanto a especificidade, estrutura molecular e atividade bioldgica (Elgavish et al., 1997).

Elas podem ser classificadas quanto a especificidade podendo pertencer ao grupo
manose, grupo fucose, grupo galactose/N-acetilgalactosamina, grupo acido sialico ou grupo
glicanos complexos. Quanto & estrutura molecular a classificagcdo envolve as merolectinas, que
apresentam um Unico sitio ligante para carboidratos (Drickamer, 1998); Hololectinas, que
apresentam apenas dominio de ligacdo para carboidrato, mas possuem dois ou mais sitios de
ligacdo, este grupo compreende a maioria das lectinas de plantas; Quimerolectinas que possuem

além do dominio ligante a carboidratos, um outro dominio com uma atividade bioldgica que



independe do dominio ligante para carboidrato (Peumans & Van Damme, 1995). E as
Superlectinas que possuem dois dominios de ligacdo a carboidratos, que sdo estruturalmente
diferentes e reconhecem carboidratos distintos (Peumans & Van Damme, 1998); e quanto a
relacdo evolucionaria e estrutural podem pertencer a sete familias, sendo que as mais numerosas

sdo isoladas de leguminosas e ligadoras de quitina (Peumans et al., 2000).

1.3 Funcdes in vivo

As lectinas possuem as mais variadas funcdes nos seres vivos. Acredita-se que em
animais as lectinas participam do mecanismo de endocitose (Rudger et al., 2000), transporte
intracelular de glicoproteinas (Mecklenburg et al., 2002), apoptose (Barbosa et al., 2001),
defesa contra microorganismos, e na regulacdo da migracdo e adesdo celular (Beltréo et al.,
1998; Jankovic & Golubovi é , 2000). As lectinas de virus possivelmente estdo envolvidas na
ligacdo entre o virus e a superficie celular de eritrocitos ou outras células (Singh et al., 1999).
Em bactérias e parasitas elas participam do processo de ligacdo a células hospedeiras (Oka &
Spiegel, 1997).

1.4 Aplicagdes

As lectinas de plantas tém sido utilizadas como ferramenta analitica na pesquisa de
glicoproteinas, e como uma proteina bioativa para induzir muitos processos celulares (Peumans
& Van Damme, 1998). Algumas lectinas sdo mitogénicas e estimulam transformacgdes dos
linfocitos e apoptose (Barbosa et al., 2001); outras aglutinam preferencialmente células
malignas (Jankovi

¢ & Golubovi €, 2000; Wang et al., 2000) de modo que tem sido investigado o seu

envolvimento em metéstase (Beltréo et al., 1998), e em processos tais como adesédo (Jankovi
¢ & Golubovi ¢, 2000), tipagem sangtiinea (Matsui et al., 2001), e para sistemas de



dosagem de glicose in vivo (Pickup et al., 2005). Acredita-se que algumas lectinas estejam
envolvidas no reconhecimento célula-célula. Na superficie da maioria das células, podemos
encontrar padrfes de carboidratos que podem ser reconhecidos por uma ou mais lectinas atraves
de ligacGes seletivas, podendo ser esta seletividade quantificada através da determinacao de
potenciais eletroquimicos (Souza et al., 2001). Como um grupo de células ndo expressa padroes
de carboidratos idénticos a outro tipo celular, as lectinas podem ser usadas para mostrar a
diferenca entre eles, auxiliando no diagnostico (Mufioz-Crego et al., 1999).

Recentemente foi observada a identificacdo seletiva de subespécies de Escherichia coli,
através de um biossensor, utilizando-se lectinas de Artocarpus integrifolia, Arachis
hypogaea, Galanthus nivalis, Phytolacca americana, Lens culinaris, Helix pomatia, Perseau
americana, Triticum vulgaris, Codium fragile, Canavalia ensiformis (Ertl et al., 2003).

Ha ainda, grande interesse no estudo dessas biomoléculas a fim de produzir

medicamentos-inteligentes, que atuam em células especificas do organismo, evitando os efeitos

colaterais que séo tdo comuns nos medicamentos tradicionais (Clark et al., 2000).

1.5 Purificacao

As lectinas podem ser isoladas de plantas, animais e microrganismos (Wang et al.,
2000). As principais fontes de lectinas sdo sementes de leguminosas, chegando a constituir até
10% da proteina total. Podem, também, ser encontradas em diversos tecidos vegetais como
raizes, vagens, bulbos, folhas, frutos e até mesmos cascas e entrecascas (Coelho & Silva, 2000;
Ye & Ng, 2001). Em extratos bioldgicos as lectinas sdo detectadas principalmente através de
ensaios de hemaglutinagdo, utilizando uma diluicdo em série da amostra antes da incubacédo
com eritrocitos (Bladier et al., 1989).

As lectinas podem ser caracterizadas através de diversos métodos tais como inibi¢éo por
carboidratos e/ou glicoconjugados, atividade hemaglutinante em presenca de ions, estabilidade

da atividade lectinica em fungdo de variacbes de pH, além de técnicas eletroforéticas para



indicacéo da basicidade ou acidez da lectina, determinacdo de peso molecular e caracterizacéo
desta como glicoproteina (Coelho & Silva, 2000).

Os testes de inibicdo da atividade hemaglutinante permitem a avaliacdo da
especificidade de ligacdo a mono, di ou oligossacarideos (Peumans & Van Damme, 1988).

As proteinas sdo purificadas por procedimentos de fracionamento, onde as propriedades
fisico-quimicas da proteina de interesse sdo usadas para separa-la das demais substancias,
eliminando seletivamente os demais componentes da mistura, de forma que somente a
substancia de interesse permaneca. Para a purificacdo de lectinas de uma fonte biolégica é
necessaria inicialmente, a preparacdo de extratos em diferentes tampdes ou em solucdo salina.
A purificagdo parcial dos extratos com atividade lectinica pode ser realizada por fracionamento
salino e posterior dialise exaustiva (Kennedy et al., 1995).

No processo de cromatografia a mistura de substéncias a ser fracionada € dissolvida em
um liquido (fase movel), e ele é passado através de uma coluna contendo uma matriz sélida e
porosa (fase estaciondria). Fluindo através da coluna, os solutos interagem com a fase
estaciondria e sua eluicdo é retardada; esse retardamento depende das propriedades de cada
soluto. (Maitland & Maitland, 2002).

O método da cromatografia de afinidade, que se baseia na propriedade das proteinas
se ligarem especifica e reversivelmente a carboidratos (Elder et al., 1983), é o mais utilizado
para a purificagdo de lectinas. Nessa técnica um carboidrato que se liga de forma especifica a
proteina de interesse é ligado covalentemente a uma matriz inerte. Quando uma solugéo
contendo substancias distintas é passada através desse material cromatografico, a proteina
desejada liga-se ao carboidrato imobilizado, enquanto as demais substancias séo lavadas atraves

da coluna com uma solucdo tampéo. A lectina pode ser coletada com elevado grau de pureza



alterando-se as condicdes de eluicdo de forma a libera-la da matriz (Cuatrecasas et al., 1968),

como ilustra a Figura 04. Esse método € utilizado em muitos protocolos de purificacdo de

lectinas devido a alta conservacao da atividade bioldgica (Konozy et al., 2003).

Ha ainda outras técnicas auxiliares como a cromatografia de troca iénica (Correia &

Coelho, 1995), e gel filtracdo (Hatakeyama et al., 2002; Jankovi

¢ & Golubovi ¢ , 2000), que, como a cromatografia de afinidade, se caracterizam pela

distribuicdo de moléculas que serdo separadas por uma fase estacionaria e outra movel.
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Figura 04: Representacao esquematica de uma cromatografia de afinidade.



2 Bauhinia monandra

Bauhinia € um género de arvores tropicais pertencentes a familia Leguminosae
(Achenbach et al, 1988), que foi identificado em 1753 por Carolus Linnaeus e compreende
cerca de 300 espécies (Silva & Filho, 2002), sendo que 64 podem ser encontradas no Brasil.
Ocorrem espécies nativas em Pernambuco como B. acuruana (Rodal et al., 1998), B. cheilantha
(Silva & Albuquerque, 2005), B. forficata (Silva et al., 2003), B. monandra Kurz (Silva &
Andrade, 2005), entre outras.

O género Bauhinia tem sido muito estudado por suas propriedades medicinais, sendo
atribuidas a algumas espécies, propriedades antifungicas, antibacterianas, antiinflamatorias, e
em especial antidiabética (Silva & Filho, 2002).

B. monandra, Figura 05, é uma planta nativa da Asia, embora ocorra também na
india, Nigéria, e outras regides da Africa e América do Sul. No Brasil é conhecida vulgarmente
como pata-de-vaca, unha-de-vaca, casco-de-vaca, unha-de-boi, unha-de-anta e morord

(Bandami & Daulatabad, 1969).




Figura 05: Aspectos de flores de Bauhinia monandra.
Folhas de B. monandra, Figura 06, contém relativamente grande concentracdo de

uma lectina especifica a galactose (BmoLL). Mais de 2 mg da lectina podem ser obtidos de 5¢g

Figura 06: Aspectos de folhas da Bauhinia monandra.

Em eletroforese em gel de policrilamida contendo sulfato sédico, BmoLL
demonstrou uma banda principal de 33 kDa, glicosilada, e uma outra banda de 26 kDa, nao
glicosilada. A elevada atividade aglutinante de BmoLL foi obtida em eritrocitos de coelhos
tratados em glutaraldeido; eritrécitos humanos dos grupos B e AB tratados com glutaraldeido
foram também aglutinados, enquanto que dos grupos sangiineos A e O ndo aglutinaram
(Coelho & Silva, 2000).

As preparagdes da folha de B. monandra que conttm BmoLL ja tém revelado
propriedades hipoglicemiantes em ratos (Pedrosa et al., unpublished data). O comportamento
interfacial de BmoLL e sua habilidade de interagir com monocamadas de lipidios foi estudado
por medidas de tensdo de superficie (Rosilio et al., 2004). Além disso, extratos etandlicos de

folhas de B. monandra mostraram atividades antioxidantes (Argdlo et al., 2004).



3 Cratylia mollis

Cratylia compde um género neotropical, recém originado, de arbustos que séo
nativos da Amazonia, da parte central do Brasil e de areas do Peru, Bolivia e nordeste da
Argentina, caracterizando-se por sua ampla adaptacdo em zonas de secas prolongadas, devido
ao seu sistema radicular bem desenvolvido, produzindo bons rendimentos de forragem que séo
utilizados para sistemas de producdo animal (Argel & Lascano, 1998).

O género Cratylia pertence a familia das Leguminoseae, tribo Phaseoleae, subtribo
Dioclenae, sendo um arbusto que pode alcancar de 1,5 a 3 metros de altura (Argel & Lascano,
1998; Queiroz & Coradin, 1995).

Cratylia mollis, Figura 07, (feijdo camaratuba ou camaratu) ocorre principalmente
em areas de Caatinga do Nordeste brasileiro sendo utilizada como forrageira na Regido Semi-
Arida do Estado de Pernambuco. A lectina extraida de sementes dessa planta, Cramoll,
apresenta formas moleculares 1 e 4 que reconhecem glicose e manose como principais
carboidratos inibidores (Correia & Coelho, 1995). A lectina pode ser empregada como
marcador para detec¢do de células normais e transformadas, benigna ou malignamente (Beltrdo
etal., 1998).

A isoforma 1 da Cramoll (Cramoll 1) foi cristalizada (Tavares et al., 1996) e
completamente seqlienciada (de Souza et al., 2003); ela apresenta atividades imunogénicas
(Correia & Coelho, 1995) e anti-tumorais (Andrade et al., 2004). Uma preparacao contendo as
isoformas 1 e 4 de Cramoll (Cramoll 1,4), foi excelente ferramenta para o estudo de atividade

mitogénica (Maciel et al., 2004).



Figura 07: Aspectos de Cratylia mollis.

As isoformas de Cramoll tém sido estudadas para avaliar seus diversos potenciais
biotecnoldgicos, para analise estrutural e outras aplicacfes, como a busca de inibidores de
agregacdo plaquetaria, que € de grande interesse para o uso biotecnoldgico (Rezende-Neto,

2003).

4 Abordagem eletroquimica

4.1 Célula eletroquimica

Célula eletroquimica é um dispositivo constituido de um eletrodo de referéncia e
um eletrodo de trabalho (Niaura et al., 1996), que transforma energia quimica em energia
elétrica e vice-versa, atraves de uma reacdo de oxi-reducdo. Este dispositivo acoplado a um
multimetro pode ser usado para a obtencdo de medidas potenciométricas em sistemas
inorganicos, organicos e bioldgicos (Cohen et al., 1999)

4.2 Eletrodo de Referéncia Padréo

O eletrodo de hidrogénio é constituido por um fio de platina coberto com platina

finamente dividida. O hidrogénio gasoso é borbulhado numa solucéo de acido sulfdrico 1M,



sob pressdo de 1 atm. e temperatura de 25°C (Parthasarathy et al., 1995) como mostra a Figura

08.
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Figura 08: Eletrodo padréo de hidrogénio.

O potencial de um eletrodo mostra a tendéncia de uma reacdo ocorrer na superficie
do eletrodo, ou seja, dad a medida da facilidade com que os atomos do eletrodo metélico perdem
elétrons ou a facilidade com que os ions os recebem. O potencial do eletrodo padrdo de uma
espécie gquimica é a diferenca de potencial, expressa em volt, entre um elemento de uma
solucdo 1 M de seus ions em relacdo ao eletrodo de hidrogénio, ao qual foi atribuido potencial
igual a zero (Parthasarathy et al., 1995; Santos et al., 2003).

4.3 Eletrodo de Referéncia

O eletrodo de referéncia compara a corrente gerada pela reacdo biocatalisada de
oxidacéo ou reducdo das espécies eletroativas na superficie do eletrodo de trabalho, que de um

modo geral, processam-se em potenciais ao redor de 0 mV. Nesse potencial, a contribuicdo de



espécies interferentes (facilmente oxidadas ou reduzidas) é minimizada (Rosatto et al., 2001).
Em estudos eletroquimicos é importante a escolha do eletrodo de referéncia correto. Um bom
eletrodo de referéncia necessita ter um potencial que seja estavel com o tempo e temperatura e
gue ndo seja alterado por pequenas perturbacdes do sistema, ou seja, pela passagem de uma
pequena corrente elétrica, causada por interferentes (East et al., 2000). Esse eletrodo pode ser
de calomelano saturado, Hg/HgCl (ECS) ou eletrodo de prata/cloreto de prata, Ag/AgCI
(Niauara et al., 1996).

O eletrodo de calomelano consiste de um aglomerado de mercurio envolto por uma
pasta de calomelano, Hg2Cl (cloreto mercuroso), imerso em solugdo de KCI 3M (Milazzo &
Bombara 1960).

O eletrodo de prata/cloreto de prata € composto por um fio de platina revestido de
prata, que € por sua vez, convertido, parcialmente, em AgCl, imergindo-o em solucédo de &cido

cloridrico diluido e posteriormente imerso em uma solugédo saturada de KCI (East et al., 2000).

4.4 Eletrodo de Trabalho

O eletrodo de trabalho gera a corrente elétrica que é medida pelo eletrodo de
referéncia. Para a construcdo desse eletrodo sdo usados, comumente, metais como platina
(Souza et al., 2001), ouro (Matsumoto et al., 1998) ou prata (Niauara et al., 1996) devido as
suas excelentes propriedades elétricas e mecanicas, além de outros materiais baseados em
carbono. Grafita, negro de carbono e fibra de carbono séo igualmente usados para construir a
fase condutiva (Rover-Junior et al., 2001). Esses materiais apresentam alta inércia quimica e
fornecem uma carga na faixa de potenciais de trabalho anddico com baixa resistividade elétrica

e uma alta proporcéo de sinal em relagéo ao ruido (Zhang et al., 2000).



4.5 Potencial Eletroquimico

O potencial eletroquimico de uma molécula é a distribuicdo de cargas na superficie
desta, quando submetida a um campo elétrico. Obtendo-se a medida do potencial eletroquimico
é possivel explorar a distribuicdo de cargas na superficie de proteinas, enzimas e lectinas

(Yoshisumi et al., 1999; Souza et al., 2001).

4.6 Potencial Eletroquimico de proteinas

O estudo de reacdes de transferéncia de elétrons em proteinas redox é atualmente
uma das areas mais ativas em bioeletroquimica. Sabe-se que os processos de transferéncia
eletronica sdo afetados pela carga da proteina e a distancia entre 0s grupos prostéticos, mas

pouco se conhece sobre 0 mecanismo de transferéncia de carga (Haruyama et al. 2005).

« Promotores

» de elétrons, tais como 4-mercaptopiridina (4-pyS) e 4,4 , ditiodipiridina (4-pySS), quando
imobilizados como monocamadas sobre eletrodos (Au, por exemplo), mostram-se bastante
efetivos no estudo de processos de transferéncia de elétrons em metaloproteinas (Yoshizumi et
al., 1999). O sucesso desses modificadores é atribuido ao fato de que ambos possuem um grupo
funcional X capaz de se ligar a superficie metéalica e um grupo funcional Y, fracamente basico
ou anibnico, capaz de interagir com 0s grupamentos lisina (positivamente carregados em pH

fisiolégico) da metaloproteina (Souza et al., 2001).

4.7 Biossensores



Biossensor € um sensor que utiliza um material biol6gico (enzimas, anticorpos,
antigenos, organismos, tecido animal e vegetal, células, organelas, e outros), imobilizado em
uma membrana adequada, e conectado a um transdutor, o qual monitorara o aparecimento de
algum reagente ou aparecimento de algum produto da reacdo do material bioldégico com o
material de interesse, convertendo este sinal biologico em sinal elétrico (Filho-Fatinelo et al.,
1992; Riccardi et al., 2002). Biossensores tém apresentado maior desenvolvimento nos Gltimos
anos, devido a crescente necessidade de testes analiticos simples, rapidos e baratos para
determinacdo de importantes compostos quimicos e biolégicos em concentragdes muito baixas
(Alfaya & Kubota, 2002).

Para uma caracterizagdo de um sistema bioldgico com alto grau de precisdo é
necessario 0 conhecimento deste sistema em estudo, suas propriedades estruturais, bem como
estabilidade na conformacao das moléculas interagindo ou ndo com ligantes especificos (Bassi
etal., 1999).

Quando o biossensor é imerso em solucdo, o substrato difunde-se para o interior da
membrana, onde se encontra o material bioldgico imobilizado, que catalisa a reagcdo, formando-
se assim 0s produtos ou consumindo co-substratos eletroativos tais como H202, CO2, NHs, Oz,
acidos entre outros (Filho-Fatinelo et al., 1992). A energia gerada por essa reacdo pode ser
convertida, pelo biossensor, em um impulso, potencial ou corrente elétrica; uma mudanca de
cor, chamada transducdo Optica, ou mudanca de massa, que conduz, por exemplo, uma
mudanca na frequéncia de vibracdo de um cristal piezo elétrico, entre outras (Riccardi et al.,

2002), Figura 09.
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Figura 09: Representagdo esquematica do principio do biossensor.

Os parametros que caracterizam um biossensor sdo sensibilidade, estabilidade e
tempo de resposta. Recentemente biossensores tém sido usados para monitoramento continuo
de processos bioldgicos e sintéticos, e ajudam no entendimento desses processos. Aplicagoes
tipicas incluem monitoramento e controle ambiental, bem como medidas quimicas na
agricultura, alimento e inddstrias de droga, além de monitoramento em tempo real in vivo, que
substitui as técnicas analiticas intermitentes usadas em quimica industrial e clinica (Zhang et
al., 2000).

Quando comparado a metodologia aplicada atualmente para certos exames, como de
urina e em alimentos, por exemplo, o biossensor tem demonstrado a mesma precisédo, mas com
simplicidade e economia. Na medicina tem facilitado a identificacdo e quantificacdo de
metabolitos de forma especifica, mesmo em quantidades muito pequenas de amostras, como
nos liquidos corpodreos. Além disso, ja que a analise é feita em tempo real o paciente pode ser
atendido mais rapidamente (Alfaya & Kubota, 2002; Riccardi et al., 2002; Wee, et al., 2005;

Nordin et al., 2005). Biossensores sdo aplicados também em analises veterinérias, controle e



analise de processos de fermentacdo, analises virais, bacterianas e farmacéuticas, controle
industrial, aplicacdes militares (Rogers & Gerlach et al.,, 1996) e para o controle e
monitoramento da poluic¢do (Rosatto et al., 2001; Ho et al., 2005).

Em 2003, Ertl et al., construiram um biossensor utilizando o método colorimétrico para
a identificacdo rdpida de subespécies de Escherichia coli, onde utilizaram nove lectinas de
baixo custo; devido aos resultados obtidos experimentalmente, acredita-se que este sistema é
uma grande promessa para a identificacdo microbiologica em amostras reais.

Pickup et al. (2004) reportaram um sensor para monitorar glicose, baseado no método

fluorescente, tendo efetuado testes in vivo.
5 Objetivo Geral

Caracterizacdo das lectinas de folhas de Bauhinia monandra e de sementes de
Cratylia mollis através de sistemas eletroquimicos visando explicar o comportamento dessas

proteinas na presenca de carboidratos.

6 Objetivos Especificos

Avaliar as propriedades eletroquimicas das lectinas de folhas de Bauhinia monandra
e de sementes de Cratylia mollis visando explorar:
- Um sistema para avaliacdo da distribuicdo de cargas sobre a superficie das lectinas quando
estas interagem ou ndo com carboidratos especificos.

e Quantificar a interagéq lectina e ligante através de um sistema eletroquimico.
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Abstract

Bauhinia monandra leaf lectin (BmoLL), galactose specific, and Cratylia mollis seed lectin (Cramoll 1,4), glucose/mannose specific, have been
purified through ammonium sulphate fractionation followed by affinity chromatography. An electrochemical system was developed to evaluate
BmoLL and Cramoll 1,4 electrochemical potentials obtained through potentiostatic techniques using different salt solutions as carriers to
evaluate charge distribution between Ag/AgCl electrode, reference electrode, and double platinized platinum foil connected with a platinum
wire, work electrode. The results showed that a high electrode surface area increased the stabilization in the interface of double electric layers.
The best lectin positive electrochemical potentials to BmoLL (268 to 193) and Cramoll (252 to 214) were determined and indicated electrode
high sensitivities. The present work defined the best electrolytic medium to evaluate BmoLL (300 mM sodium phosphate buffer) and Cramoll
(150 mM NacCl) lectins versus carbohydrate interactions. BmoLL revealed a stronger reduction of electrochemical potentials at higher
inhibition carbohydrate concentrations than Cramoll in NaCl 150 mM.
Key words: Bauhinia monandra lectin, Cratylia mollis lectin, electrochemical potentials, electrochemical potentiometric system.

1. Introduction

Electrochemical systems are analytical instruments used to determine electro-active species present in a
sample solution under evaluation. These devices are widely used due to the increased necessity of simple, fast and
economical analytical tests to obtain chemical and biological determinations in very low reagent concentrations
[1]. The parameters that characterize a biosensor are sensitivity, stability and time of response. Typical
applications include chemical measurements in medicine [2], agriculture, food and drug industries [3]. Sensor
devices are also applied in veterinarian analysis, viral processes, bacterial and pharmaceutical fermentations,
military applications [4] as well as pollution control and monitoracy [5].

Lectins, carbohydrate recognition proteins, have broad applications in different science areas such as,
molecular biology, biophysical techniques, investigation of carbohydrates on cell surfaces, isolation and



characterization of glycoproteins, as well as cell-molecules and cell-cell interactions [6; 7].

Bauhinia genus has been studied for its medicinal properties such as hypoglycemic trials. Bauhinia
monandra leaves contain relatively high concentration of a galactose-specific lectin (BmoLL); more than 2 mg of
lectin were obtained from 5 g of leaf powder [8]. B. monandra leaf preparations containing BmoLL have already
revealed hypoglycemic properties in rats [9]. The interfacial behavior of BmoLL and its ability to interact with
lipid monolayers have been studied by surface tension measurements [10]. Also, ethanolic extracts from B.
monandra leaves showed antioxidant activities [11]. Cratylia mollis seed lectin, Cramoll, have different molecular
forms, isolectins and isoform (Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 and Cramoll 4), with different monosacharide
specificities [12]. Cramoll 1,4 have been used for detecting normal and transformed cells, benignant or malignant
[13]. Cramoll isolectin 1 (Cramoll 1) was sequenced [14] and crystallized [15]; it presented immunogenic,
cytotoxic and anti-tumoral activities [16]. Cramoll 1 and Cramoll 1,4 also showed mitogenic activity [17].

*To whom correspondence should be addressed: Dr Luana C. B. B. Coelho. Departamento de Bioquimica,
Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Av. Moraes Rego, Sn, Cidade
Universitaria, Recife, 50670-420 Pernambuco, Brazil. E-mail: luanacassandra@terra.com.br

Many studies are being carried out to identify and characterize lectin carbohydrate interactions [18] and
electrochemical systems have been of great importance as a relatively easy and trustworth methodology. In this
work BmoLL and Cramoll 1,4 carbohydrate bioespecific bindings were evaluated under different charged
environments using an analytical sensor assembly. The method defined quantitatively distinct lectin/carbohydrate
interactions.

2. Materials and Methods
2.1 Confection of Ag/AgCl reference and platinum work electrodes

The electrode used was confectioned from a Ag/AgCl disactivated pH electrode [19]. The silver wire
covered with silver chloride was removed from pH electrode (Figure 1-a).

The electrochemical potential of Ag/AgCl electrode was evaluated in relation to a calomel saturated
reference electrode.

The work electrode was made of a double platinized platinum sheet connected with a platinum wire; it
presented a greater charge potential in relation to reference electrode (Figure 1-b).

Phosphate buffer preparations and calibrations were performed using solutions of monobasic potassium
phosphate and dibasic potassium phosphate prepared in 50 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM and 400 mM
concentrations.

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

BmoLL was purified through ammonium sulphate fractionation (F0-60%) followed by affinity
chromatography in guar gel column [8]; Cramoll was obtained by 150 mM NaCl (10% w/v) extraction followed by
ammonium sulphate fractionation (F40 60%) and affinity chromatography in Sephadex G-75 [12].

Electrochemical potentials were determined in 200 and 300 mM phosphate buffers as well as 150 mM
NaCl, in absence and presence of specific carbohydrates to BmoLL (0.5 mg/ml; 200 to 1000 mM galactose) and
Cramoll 1,4 (1.0 mg/ml; 200 to 1000 mM glucose), in an electrochemical cell composed by Ag/AgCl reference
electrode and double platinized platinum sheet connected with a platinum wire to increase the contact area, work
electrode, both connected to a high impedance multimeter (Figure 2).

3. Results and Discussion

The availability of pure BmoLL and Cramoll in milligram amounts, with pharmacological applications
[10; 16; 20], as well as previous approaches to define electrochemical potential of free and immobilized Cramoll
[21] have raised interest to evaluate lectin carbohydrate interactions under distinct charged environments.

Electrochemical systems have been widely used for specific evaluation of interactions between
biomolecules and respective ligands [22]. An electrochemical system characterization in a redox protein is
important to unravel the biological functions of macromolecules [23]. The applied electrochemical system was
efficient to measure BmoLL and Cramoll specific carbohydrate interactions.

Protein electrochemical potential is generated by charge acomodation in electrode surface submitted to an
electric field. Measurements depend upon adsorbed molecule conformation, adsorption forces, metallic surface



composition and electrolyte solutions [24]. Charge stabilization time and electrochemical potential are related to
analyzed molecule conformation and applied electrochemical system properties [25].

Protein activity in general occurs at a pH range between 5 and 9; alterations beyond these limits can
induce its denaturation or inactivation. The use of buffers confers to steady state an unique pH, in which proteins
are in constant activity. In the present work the electrochemical system was applied to evaluate BmoLL and
Cramoll 1,4 interfaces with electrode/electrolyte interactions as analyzed through electrochemical potentials under
different conditions (Figure 3). All buffer measurements were performed at pH 6.5, with active lectins; all
potentials in phosphate buffer stabilized after 50 min. Curves for 200 and 300 mM phosphate buffer had a better
charge accomodation in electrode surface, with stable electrochemical potentials. BmoLL and Cramoll 1,4
electrochemical potentials under 200 and 300 mM phosphate buffer or 150 mM NaCl, in carbohydrate absence,
had also revealed higher values in relation to those obtained in the same electrolytic solutions with galactose or
glucose (200, 400, 600, 800 and 1000 mM), figure 3.

The principles based on charge distribution of double electric layer on Cramoll 1,4 interface system
adsorbed on a platinum electrode surface or immobilized to active glass surface with aminopropiletoxisilane,
APTES, made possible to construct the first electrochemical sensor to define analytical forms of lectin interaction
with ligand [26]. In general, red cell agglutination interactions have been used to detect lectin activity; even so, a
fast and convenient system is necessary to elucidate lectin and carbohydrate interactions [18]. The presence of
binding sites to carboxylated groups in cytrocromo C was confirmed through electrochemical potential interactions
regulated by electron transference between protein exposed to an electric field and different concentrations of
ligands [18; 27].

Positive electrochemical potentials are important for studies of redox systems [28]. BmoLL and Cramoll
1,4 electrochemical potentials were positive and stabilized. Systems that can determine the charge distribution in
protein surfaces such as lectins or enzymes [29] were carried out to define relative affinity of these molecules to
cellular receptors in alive organisms. A redox system to glucose analysis with Canavalia ensiformis seed lectin,
Concanavalin A (Con A) obtained better result at 160 mV electrochemical potential, in phosphate buffer at pH 6.9,
with 100 mM glucose [30].

The present calibration interactions of known lectin concentrations (0.5 mg/ml, BmoLL, and 1.0 mg/ml,
Cramoll) were measured with a carbohydrate range of 200 mM to 1000 mM and carbohydrate absence (control);
the data showed a significant curve reduction when glucose and galactose increased in solutions.

The linear calibration curve obtained by a potentiometric response among 200 to 1000 mM galactose
revealed BmoLL correlation coefficient of 0.916 in 300 mM phosphate buffer; Cramoll presented a better result in
150 mM NacCl, with a correlation coefficient of 0.951 (Figure 3). The high correlation index for the data showed
BmoLL and Cramoll stability and ability to recognize carbohydrates in electrolytic environments. Sensors with
high correlation coefficient showed the highest sensitivity of these devices [31].

The electrochemical potential reduction versus carbohydrate concentration increase (Figure 3) indicate a
charge reduction in electrode surface. The system sensitivity was dependent upon free carbohydrate binding sites;
BmoLL structural conformation could reveal a lower superficial charge number inducing the reduction of
electrochemical potentials (150 mM NaCl). A lower affinity was detected to Cramoll at 200 and 300 mM
phosphate buffers, at high glucose concentrations. Electrochemical potentials revealed charge distribution on
molecular surface that can vary in relation to used electrolytical solution [24].

Studies of biomolecule superficial charges in solutions and/or adsorbed on metallic surfaces, are essential
prerequisites for interpretation of structural changes by interaction of macromolecules with its ligands, defining
specificity [22]. Charge alteraction capacity in electrode/electrolytic interface of a protein with specific ligand has
been applied to develop analytical sensors [31].

Electrochemical potential stabilization time in the interface work electrode is singular to each biomolecule
evaluated in the system. The results obtained in this work suggest that double platinized platinum sheet connected
with a platinum wire, with the purpose to increase biomolecule adsorption area is skillful for electrochemical
potential evaluations. A high stabilization degree of the double electric layer in protein/electrode interface in
electrolytic solutions was obtained. The present work could open new horizons to the development of systems to
characterize lectin interacting with cell surface carbohydrates.

Conclusion

A simple and economical quantitative method was developed to evaluate BmoLL and Cramoll specific
carbohydrate interactions, under different charged environments; the system was sensible to detect lectin
conformational changes through bioadsorption with ligands.
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Figure 1: Confection of Ag/AgClI (a) and platinum (b) electrodes.

Figure 2: Electrochemical potential system. (a) Electrochemical cell; (b) work electrode; (c) reference electrode;
(d) shaker and (e) multimeter.
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Figure 3: BmoLL and Cramoll 1,4 interactions under different salt solutions with distinct carbohydrate
concentrations. (

¢ ) 150 mM NacCl, (
m ) 200 mM phosphate buffer and (

® ) 300 mM phosphate buffer. Simulation lines were based upon equation of linear regression (
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experiments each.

Conclusoes

-> Os potenciais eletroquimicos positivos para a BmoLL e Cramoll 1,4 indicam a alta
sensibilidade dos eletrodos, que sdo habeis para dar informagdes sobre 0 comportamento
resultante da interacdo destas proteinas com os seus ligantes especificos.

- O sistema eletroquimico desenvolvido € sensivel as mudancgas conformaciomais
ocorridas na BmoLL e Cramoll 1,4 através da interacdo com ligantes.



- O comportamento da dupla camada elétrica na interface eletrodo/lectina é um
parametro bésico para avaliacdo das cargas superficiais das lectinas BmoLL e Cramoll 1,4.

=> Foi desenvolvido um método quantitativo simples e economicamente viavel para
avaliacdo da interagdo da BmoLL e Cramoll 1,4 com seus ligantes especificos em diferentes
solugdes salinas.

- Tampéo fosfato 300 mM é o melhor meio eletrolitico para avaliagdo das cargas
superficiais da BmoLL interagindo com galactose; Cramoll, interagindo com glicose,
apresentou um melhor resultado em NaCl 150 mM.

- Avaliacbes eletroquimicas de lectinas contribuem para o estudo da interacdo destas

proteinas com os seus carboidratos especificos.
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Lectins are proteins or glycoproteins with carbohydrate
binding sites and widely distributed in unicellular or
multicellular organisms. A galactose-specific Bauhinia
monandra leaf lectin (BmoLL) has been highly purified
through ammonium sulphate fractionation and guar gel
affinity chromatography. The aim of this work was to
evaluate BmoLL interactionwith galactose through
electrochemical potentials and turbidity measurements.
Potentials were measured through a system containing a
pair of electrodes: a platinum wire as work electrode and a



reference (Ag/AgCl) electrode, both coupled to an
impedance high multimeter. Change capacity at the
interface of work electrode depends on carbohydrate lectin
complex formation and was evaluated at different galactose
concentrations in 0.15 M NaCl. Interactions between
BmoLL and galactose were also measured using a
nephelometric turbidity sensor. In conclusion BmoLL
functioned as a signal amplifier in used electrochemical
system; complexes BmoLL-carbohydrate blocked light
pathway and were evaluated by used optical approach.
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Abstract
Bauhinia monandra leaf lectin, BmoLL (galactose specific) and
Cratylia mollis seed lectin, Cramoll 1,4

(glucose/mannose specific) have been purified through ammonium
sulphate fractionation followed by affinity

chromatography (Correia & Coelho, 1995; Coelho & Silva, 2000).
BmoLL and Cramoll 1,4 electrochemical

potentials were obtained through potentiostatic techniques using
different salt solutions as carriers to evaluate

distribution between Ag/AgCl electrode, reference electrode, and
double platinized platinum foil connected

with a platinum wire, work electrode. Lectin positive
electroch
emical



potentials
were
determined
and

indicated electrode high sensitivities. The results suggested that a high
electrode surface area increases the

stabilization in interface of double electric layers. An electrochemical
system was developed to evaluate

charged loads in BmoLL and Cramoll 1,4 free surfaces, interacting or
not with their specific carbohydrates.

Key words: Bauhinia monandra, Cratylia mollis, lectin,
biosensor, electrochemical potential, free surface, electrochemical
potentiometric system.

1. Introduction An
ele
ctr
och
emi
cal
sys
te
m
is
an

Bauhinia monandra leaves contain analytical instrument used
to determine the relatively high concentration of a galactose-various
electro-active species present in the specific lectin; more than 2 mg of

BmoLL were sample solution under evaluation. It works on the

obtained from 5 g of leaf powder. Bauhinia genus principle of current

or voltage measurements in an has been studied for its medicinal
properties such electrochemical cell under the application of as

hypoglycemic trials [Coelho & Silva, 2000]. B. voltage or current in a



predefined manner, monandra leaf preparations containing BmoLL
have already revealed hypoglycemic properties in

rats. Also, ethanolic extracts from B. monandra
and Cramoll 1,4 carbohydrate

leaves showed antioxidant activities [Argolo et

respectively. In this work BmoLL

interactions were evaluated under

different electrochemical charged environments;
al., 2004]. A Cratylia mollis seed lectin,
reference (Ag/AgCl) and work (platinum)
Cramoll, has )
electrodes were confectioned and used as an

distinct molecular forms, isolectins and isoforms
analytical sensor
assembly (Cramoll 1, Cramoll 2, Cramoll 3 and Cramoll 4), with different

monosacharide inhibitions [Correia & Coelho, 1995]. Cramoll isolectin
1 (Cramoll 1) 2. Experimental was crystallized and completely
sequenced [de Souza et al., 2003]; it presented immunogenic, 2.1
Ag/AgCl electrode confection and potential cytotoxic and anti-
tumoral activities. Cramoll 1,4 determination was an excellent tool in
mitogenic activity studies The electrode used in this work was
[Maciel et al., 2004].
confectio
ned from the
wire
Ag/AgCl of
a
disactivated
pH
electrode
[East &
Valle 2000].



The silver wire covered with silver chloride was removed from a pH
electrode (figure 1). The electrochemical potential of Ag/AgCl
electrode was evaluated in relation to a calomel saturated reference
electrode.

2.2 Work Electrode Construction

The work electrode was constituted by a double platinized
platinum foil connected with a platinum wire, that adsorbs hydrogen in
great amount; this electrode generates the electric charge that is
measured by reference electrode (figure 2).

2.3 Phosphate buffer preparation

Solutions of monobasic potassium phosphate (KH2PQOa4) and
dibasic potassium phosphate have been prepared (KzHPO4) in 50 mM,
100 mM, 200 mM, 300 mM and 400 mM concentrations. The solutions
of dibasic potassium phosphate were calibrated to pH 6.5 using
monobasic potassium phosphate solution of equal concentration.

2.5 BmoLL and Cramoll 1,4 electrochemical potentials

BmoLL and Cramoll 1,4 electrochemical potentials were
determined in 200 and 300 mM phosphate buffers as well as NaCl 150
mM, in the absence and presence of specific carbohydrates, at 200 and
400 mM galactose and glucose for respective lectins. The
electrochemical cell was composed by an Ag/AgClI reference electrode
and a double platinized platinum foil connected with a platinum wire to
increase the contact area, both connected to a high impedance
multimeter.



3. Results and Discussion

Electrochemical systems have been widely used for specific
evaluation of interactions between biomolecules and respective ligands
[Cohen et al., 1999]. Electrochemical system characterization in redox
protein composite systems, such as cytochrome C is important,
unravelling the biological function of these macromolecules [Marken et
al., 2002].

The electrochemical system application to evaluate BmoLL
and Cramoll 1,4 interfaces with electrode/electrolyte interactions were
analyzed through electrochemical potentials under different conditions.
All potentials in phosphate buffer stabilized after 50 min. Curves for
200 and 300 mM phosphate buffer had a better charge accomodation in
electrode surface; it occurred because of their stable electrochemical
potentials.

Electrochemical potentials in phosphate buffer pH 6.5 were
analyzed at 200 and 300 mM concentrations and NaCl 150 mM in the
presence of galactose (BmoLL) and glucose (Cramoll 1,4), at 200 and
400 mM, respectively.

Principles based on charge distribution of double electric layer
on Cramoll 1,4 interface system adsorbed on surface of a platinum
electrode or immobilized to active (glass surface with
aminopropiletoxisilane, APTES [Souza et al,. 2001] made possible to
construct the first electrochemical sensor to define analytical and
quantitative forms of lectin interaction with ligand.

Electrochemical potential was regulated by electron
transference between protein exposed to an electric field and different
concentrations of ligands [Sugawara et al., 2000].

Systems that can determine the charge distribution in protein
surfaces such as lectins or enzymes [Cavada et al., 2001] were carried
out to define relative affinity of these molecules to cellular receptors in
alive organisms.

BmoLL interactions wvaried in relation to electrolytic
conditions. At 200 and 300 mM phosphate buffer and 150 mM NacCl,
this property can be quantitatively detected through obtained
electrochemical potentials in different solutions (figure 3-a). These



variations are related to the presence of modifying superficial charges in
accordance with ligand interaction.

Cramoll 1,4 electrochemical potentials under different salt
solutions showed a lower potential in relation to presence and increase
of glucose concentration; the variations occurred with high significance
in phosphate buffer, when compared with NaCl solution (figure 3-b).

Electrochemical potential stabilization time due to a charged
film formation on work electrode is singular to each protein evaluated
in the system. The results obtained in this work suggest that double
platinized platinum foil connected with a platinum wire, with the
purpose to increase biomolecule adsortion area in study is skillful for
electrochemical potential evaluations. A high stabilization degree of the
double electric layer in protein/electrode interface in electrolytic
solutions was obtained.
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Figure 1: Ag/AgCl electrode confection.
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Conclusion

A simple and economically viable quantitative method was
developed to evaluate BmoLL (galactose) and Cramoll (glucose)
specific interactions, under different charged environments; the system
was sensible to detect lectin conformational changes through interaction
with ligands.
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Lectin-carbohydrate interactions constitute a signal to



answers such as mitogenic activity, tumoral cell recognition
and diagnosis of specific bacteria. Potentiometric responses
generated from biomolecules interacting with ligands are
powerful tools for the knowledge of important biological
processes; exchanges in heterogeneous protein surfaces are
detected through system polarizability. In popular medicine,
infusions of Bauhinia monandra leaves are used by carriers
of diabetes as hypoglycemiants. B. monandra leaf lectin
(BmoLL), galactose-specific, has been highly purified
through ammonium sulphate fractionation and guar gel
a_nity chromatography. The aim of this work was to
evaluate the interaction of BmoLL and Canavalia
ensiformis seed lectin, Concanavalin A, Con A, glucose-
mannose specific, with an endophytic bacterium isolated
from B. monandra leaves. The electrochemical cell used a
platinum electrode (work electrode), a calomel saturated
electrode (reference electrode), as well as BmoLL or Con A
immobilized in nanopores of Nafion beads in saline
medium, to obtain electrochemical parameters. BmoLL-
Nafion beads revealed a high electrochemical potential of
interaction with endophytic from B. monandra leaves (380
mV) in relation to Con A (260 mV). Potentials were
reduced with increase (100-200 mM) of specific
carbohydrates: galactose (280-260 mV) and glucose (150-
110 mV). The results showed a specific binding endophytic/
BmoLL. The electrochemical system containing BmoLL
immobilized on Nafion beads is a model to characterize the
broad bioselective phenomenon lectin-cell.
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