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RESUMO

Este trabalho descreve a purificagdo em quantidades miligramas de uma lectina de raizes
secundéarias de Bauhinia monandra (BmoRoL) e suas atividades antifungica, termiticida e
aplicacdo eletroquimica. A BmoRoL (6,2 mg) foi isolado por meio de fracionamento com
sulfato de amdnio e cromatografia de afinidade em gel de guar. A lectina nativa foi resolvida
como uma Unica banda na eletroforese em gel de poliacrilamida para proteinas basicas. Sob
condicBes de desnaturacéo e reducédo as que apareceu como um polipeptideo Unico glicosilado
de 26 kDa. A mais elevada atividade de aglutinacdo de BmoRoL foi encontrado com
eritrocitos de coelho tratado com glutaraldeido. BmoRoL mostrou atividade antifungica
contra espécies fitopatogénicas de Fusarium e foi mais ativa em Fusarium solani. A lectina
também mostrou atividade termiticida sobre os trabalhadores e soldados Nasutitermes
corniger com LCso de 0,09 e 0,395 mg de 1 mL por 12 dias. BmoRoL foi imobilizada sobre a
superficie de eletrodos de platina (Pt) e de grafite (C) e caracterizada por espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE), demostrando que as reagdes do par redox da sonda
eletroquimica para os eletrodos de Pt e C foram bloqueados devido a mudancas na
impedéancia da interface eletrodo/solucdo. Os sistemas adsorvidos com BmoRoL foram em
seguida utilizados para interacdo com carboidratos e glicoproteinas comerciais puras
(ovoalbumina, fetuina, peroxidase e asialofetuina) bem como interacdo com glicoproteinas
e/ou glicoconjugados em soros ndo contaminados e contaminados com Leishamania que
evidenciaram o aumento da parte real da impedéancia (Zre). Em conclusdo, BmoRoL é uma
nova lectina antifungica e termiticida, que podera ser aplicada na construcéo de biosensores
uma vez que os sistemas eletroquimicos testados apresentaram uma resposta impedimétrica
em eletrodos de Pt e C.

Palavras-chave: Lectinas, B.monandra, eletroquimica

XV



ABSTRACT

This paper describes the purification of milligram quantities of a lectin from secondary roots
of Bauhinia monandra (BmoRoL) and antifungal activities, termiticida and electrochemical
application. The BmoRoL (6.2 mg) was isolated by ammonium sulfate fractionation and
affinity chromatography on guar gel. The native lectin was determined as a single band on
polyacrylamide gel electrophoresis for basic proteins. Under denaturing conditions and
reducing those that appeared as a single polypeptide of 26 kDa glycosylated. The highest
activity was found BmoRoL agglutination with rabbit erythrocytes treated with
glutaraldenyde. BmoRoL showed antifungal activity against phytopathogenic Fusarium
species and was more active in Fusarium solani. The lectin also showed activity termiticida on
workers and soldiers Nasutitermes corniger with LC50 of 0.09 and 0.395 mg mL 1 for 12
days. BmoRoL was immobilized on the surface of platinum electrodes (Pt) and graphite (C)
and characterizade by electrochemical impedance spectroscopy (EIS), demonstrating that the
redox reactions of the electrochemical probe for C and Pt electrodes were blocked by changes
in the impedance of the interface electrode/solution. Systems with adsorbed BmoRoL were
then used to interact with carbohydrates and glycoproteins commercial pure (ovalbumin,
fetuin, asialofetuin and peroxidase) as well as interaction with glycoproteins and/or serum
glycoconjugates in uncontaminated and contaminated with Leishamania showed that the
increase of the real part impedance (Zre). In conclusion, BmoRoL is a new antifungal and
termiticide lectin, which may be applied in the construction of biosensors as electrochemical
systems tested showed a response in impedimétrica Pt electrodes and C.

Key-words: Lectins, B.monandra, electrochemistry

XVi



CAPITULO |



SOUZA, J. D. Aplicacdes Biotecnoldgicas da lectina de raizes...

1 INTRODUCAO

As lectinas sdo proteinas de origem ndo imunoldgica que reconhecem, de forma
reversivel, carboidratos livres ou conjugados a superficies celulares, através de seus sitios de
ligacdo (Correia, Coelho & Paiva, 2008). Elas estdo amplamente distribuidas na natureza. Nos
vegetais, sdo especialmente purificadas de sementes (Paz et al.; 2010; Santos et al., 2009),
mas também de outros tecidos como o cerne, frutos, folhas, rizomas e raizes (Sa et al., 2008;
Wu, Wang & Ng, 2011; Costa, et al., 2010; Shao, et al,. 2011; Yan et al., 2010).

Devido a habilidade que as lectinas possuem de ligar a carboidratos ou glicoproteinas
em solucdo ou na superficie de células, a presenca de lectinas em uma amostra pode ser
detectada através de ensaios de hemaglutinagdo. Estas interagBes com células, através de seus
sitios de ligacdo, formam diversas ligagdes intercelulares reversiveis (Bianchet, et al., 2010,
Chen, et al., 2010). Lectinas podem ser especificas para eritrocitos de diferente origem animal
ou tipagem (Jung et al., 2007; Wu et al., 2009) ou podem ser ndo especificas para grupos
sanguineos (Liu et al., 2008).

As lectinas tém sido relacionadas a vérias fungdes dentro dos vegetais. Presentes nos
variados tecidos, elas parecem atuar como proteinas de reserva (Macedo et al.,, 2011), de
reconhecimento, de defesa contra fitopatdgenos e predadores (Sa et al., 2008; Kaur et al.,
2006; Dutta et al., 2005; Leite et al., 2005; Ripoll et al., 2003), de regulacdo e sinalizacdo
celular (Jiang et al., 2006), bem como envolvidas no estabelecimento de simbiose entre
organismos (Kvennefors et al., 2008).

A diversidade de lectinas vegetais existentes, com especificidades variadas a
glicoconjugados, em especial a oligossacarideos que estam presentes na superficie celular de

microorganismos, no trato intestinal de insetos e em células de mamiferos (Rojo et al., 1997).

18



SOUZA, J. D. Aplicacdes Biotecnoldgicas da lectina de raizes...

Estas propriedades aliadas & estabilidade, geralmente elevada, que essas proteinas apresentam
em ensaios envolvendo mudangas de valores de pH, temperatura ou exposicdo a proteases
(Peumans & Van Damme, 1995) conferem as lectinas um grande potencial biotecnolégico.

Em diversos ramos da ciéncia, como a Biologia Celular e Molecular, Farmacologia,
Bioquimica e Quimica as lectinas tém servido como ferramentas para investigaces, como
aglutinacdo de células (Zhang et al., 2009), mitogenicidade (Dresch et al., 2012), atividade
antiviral e indutora de apoptose (Peng et al., 2009), reconhecimento de glicosilados em
superficie celular (Lakhtin, Lakhtin & Alyoshkin, 2011), reconhecimento de mudangas na
composicao de residuos glicosilados de superficie de células transformadas (Rambaruth &
Dwek, 2011), acdo inibitéria do crescimento de espécies fungicas e bacterianas
(Charungchitrak, et al., 2011).

Neste trabalho buscou-se estudar as propriedades da lectina BmoRoL purificada das
raizes secundarias de Bauhinia monandra e suas atividades bioldgicas, bem como a lectina
podera ser utilizada no desenvolvimento de biosensores eletroquimicos dentre tantas outras

aplicacdes biotecnoldgicas.



SOUZA, J. D. Aplicacdes Biotecnoldgicas da lectina de raizes...

2 JUSTIFICATIVA

Infusdes de folhas do género Bauhinia séo bastante utilizadas na medicina popular por
apresentar efeito hipoglicemiante e diurético. Esse efeito hipoglicemiante foi relatado a partir
de uma lectina das folhas de B. Monandra (BmoLL) (Rosilio, et al, 2004).

Preparacdes de raizes secundarias de B. monandra mostraram valores elevados de
comprovada atividade lectinica (Coelho & Silva, 2000), o qual despertou o interesse na sua
purificacdo. O uso de raizes secundérias ndo prejudica o bom desenvolvimento da planta. As
plantas do g@énero Bauhinia, também denominada &rvore orquidea, possuem ampla
distribuicdo em cidades brasileiras como planta ornamental. A lectina purificada apresentou
atividade antifungica e contra cupins mostrando que pode ser utilizada em futuros processos
biotecnoldgicos como, por exemplo, no controle de pragas agricolas (Souza, et al., 2011).

Dentre outras aplicagdes, a lectina BmoRoL, ap6s algumas avaliagdes do potencial
eletroquimico, mostrou que podera ser utilizada em sistemas analiticos eletroquimicos que
incorporam materiais bioldgicos, mais conhecidos com biosensores. Estes dispositivos,
quando em contato com o elemento apropriado de transdugdo apresentam-se como uma
ferramenta tanto de deteccdo, como obtencéo de informacdes de atividade da biomolécula de
interesse. A importancia do trabalho encontra diretrizes quanto & utilizagdo da lectina de
raizes secundérias de B. monandra (BmoRoL) em futuros ensaios e aplicacdes

biotecnoldgicas.
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SOUZA, J. D. Aplicacdes Biotecnoldgicas da lectina de raizes...

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Purificar, caracterizar e aplicar biotecnologicamente a lectina de raizes secundérias de

B. monandra.

3.2 Objetivos Especificos

v’ Extrair e purificar a lectina de raizes secundarias de B. monandra;

v"Avaliar a atividade hemaglutinante da lectina pura frente a eritrocitos de coelho e
humanos tratados com glutaraldeido;

v Avaliar o efeito de ions, do pH e da temperatura na atividade hemaglutinante da lectina
pura;

v' Inibir a atividade hemaglutinante da lectina usando diferentes carboidratos e
glicoproteinas;

v' Caracterizar a lectina pura através de eletroforese em géis de poliacrilamida;

v Avaliar a atividade antiflngica e termiticida da lectina (BmoRoL) frente espécies do
género Fusarium e N. corniger; respectivamente;

v Avaliar as propriedades eletroquimicas da adsor¢do de BmoRoL em eletrodos solidos e
sua interacdo com carboidratos e glicoproteinas através impedancia eletroquimica;

v Avaliar a interagdo de BmoRoL adsorvida frente a soros humanos ndo contaminados e
contaminados com Leishmania através da impedéancia eletroquimica;

v' Caracterizar a superficie do eletrodo ante e ap6s adsor¢do de BmoRoL utilizando a

técnica de AFM visando a criacdo de sua imagem.
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CAPITULO I
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1 BREVE HISTORICO SOBRE LECTINAS E SUA DISTRIBUICAO NA NATUREZA

O primeiro relato sobre lectinas foi descrito em 1888 por Stillmark, a partir de uma
preparacdo protéica parcialmente pura, obtida de Ricinus communis (mamona), a qual foi
denominada ricina. Desde quando a ricina mostrou aglutinar as células vermelhas do sangue,
o0 termo hemaglutinina vem sendo também utilizado (Vandenborre, Smagghe & Van Damme,
2011). A ricina, primeira lectina de origem vegetal a ser descoberta é uma proteina
heterodimérica (dois mondmeros ndo idénticos) com especificidade para Galactose e N-acetil-
galactosamina (Lord, 1994).

O termo lectina, originado do latim *“lectus” (significa selecionado, escolhido) foi
introduzido por Boyd & Shapleigh no ano de 1954, para designar um grupo de proteinas que
apresentam a caracteristica de ligarem-se especifica e seletivamente a residuos de carboidratos
de uma forma ndo covalente (Hong et al.,2001, Sharon & Lis, 2004). S&o também conhecidas
como aglutinina devido a habilidade de aglutinar eritrcitos ou outras células (Peumans &
Van Damme, 1995; Kennedy et al.,1995; Matsui et al.,2001).

O interesse dos pesquisadores pelas lectinas intensificou-se consideravelmente na
década de 80 e 90 do século XX, devido & propriedade aglutinante e ligante dessas
biomoléculas. Desta forma, podem ser usadas como ferramentas valiosissimas para a
detecgdo, isolamento e caracterizagdo parcial de gliococonjugados (Silva et al., 2011), bem
como, possibilitar estudos de mudancas que ocorrem em superficies celulares durante
processos fisiolégicos e patoldgicos, a partir do reconhecimento aos diferentes carboidratos
expostos na superficie das membranas celulares; diferenciacdo de células cancerigenas e
também como estratégia para desenvolvimento de drogas (Sharon & Lis, 2004; Petrossian,

Banner & Oppenheimer, 2007).
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Em 1980, segundo Goldstein e colaboradores, as lectinas foram definidas como
proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune que possuem pelo menos dois sitios
moleculares de ligacdo através dos quais interagem com carboidratos, aglutinam células e
precipitam polissacarideos, sem alterar suas estruturas.

Peumans & Van Damme (1998) definiram lectinas como uma classe de proteinas ou
glicoproteinas que contém um ou mais sitios de ligagcdo para carboidratos ou derivados sem
apresentar funcdo catalitica nem caracteristicas estruturais imunoldgicas e que se ligam
especifica e reversivelmente a mono ou oligossacarideos (Peumans & Van Damme, 1995;
Ghosh & Maiti, 2007). Isso implica que, a mesma lectina pode interagir em receptores de
diferentes glicoconjugados, idénticos ou estruturalmente similares, e a presenca de no minimo
um dominio ndo catalitico, o qual se liga reversivelmente a um carboidrato especifico é um
pré-requisito para uma proteina ser considerada lectina. A interacdo de lectinas com
hidratos de carbono especificos pode ser tdo especificas quanto a interagdo entre antigeno e
anticorpo ou substrato e enzima (Minko, 2004).

A especificidade das lectinas é determinada pela conformag&o dos sitios de ligagdo e
pelos seus aminoéacidos constituintes. Desta forma, a substituicdo de apenas um ou dois
aminodcidos nos sitios de ligacéo a carboidratos, pode resultar em alteragdes significativas na
especificidade da lectina (Kennedy et al, 1995, Neumanna, et al., 2004).

Lectinas sdo encontradas de forma ubiqua na natureza, desde microorganismos como
bactérias (Zinger-Yosovich, et al., 2011), fungos (Hamshou, Van Damme & Smagghe, 2010),
virus (Huskens, et al. 2010); animais, como em protozoérios (Lépez-Vancell, 2010), insetos
(Cheng, et al., 2010), moluscos (Fujii, et al., 2011), crustaceos (Zhang, et al., 2011). Em
plantas podem ser encontradas em diferentes familias e diferentes tecidos da mesma, sendo as
sementes a principal fonte, (Paz et al.; 2010). Outras partes das plantas tém sido utilizadas

como fontes de lectinas: folhas (Salles, et al., 2011), tubérculos (Kaur et al., 2006),
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entrecascas (Huang et al.,2002), flores (Liu et al.,2002), frutos (Wu, Wang & Ng., 2011),

rizomas (Shao, et al,. 2011) e raizes (Yan et al., 2010).

1.1 Classificagdes das Lectinas

Estudos estruturais, visando & caracterizacdo da especificidade de interacdo das
lectinas com os diferentes carboidratos sdo fundamentais para o entendimento das diferentes
propriedades dessas proteinas. As lectinas, por representar um grupo heterogéneo de
proteinas, diferem fortemente em relagdo a estrutura molecular, especificidade ao carboidrato,
termodinamica de ligagdo, atividade bioldgica e outras propriedades (Nilsson, 2007; Michiels,
Van Damme & Smagghe, 2010).

Uma classificacdo para lectinas de plantas baseia-se no nimero de sitio de ligacéo a
carboidratos e outros sitios de natureza ndo catalitica, dividindo-as em quatro tipos distintos:
merolectinas, hololectinas, quimerolectinas, (Peumans & Van Damme, 1998) e superlectinas
(Peumans et al.,2001).

o Merolectinas: sdo proteinas formadas exclusivamente por um dominio de
ligacdo para carboidrato e, por conta de sua natureza monovalente, sdo incapazes de precipitar
glicoconjugados ou aglutinar células.

o Hololectinas: s&o proteinas formadas por dominio de ligagéo a carboidrato que
contém dois ou mais destes dominios idénticos ou muito semelhantes. Este grupo compreende
as lectinas que possuem multiplos sitios de ligacdo, com capacidade de aglutinar células ou
precipitar glicoconjugados.

o Quimerolectinas: compreende as proteinas que possuem um dominio de ligacdo

para carboidrato e um dominio ndo relacionado que atua de forma independente.
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o Superlectinas: compreende as proteinas com dois sitios de ligagdo a
carboidratos, estruturalmente diferentes, reconhecendo carboidratos distintos.

Vérios critérios sdo utilizados para a classificagdo de lectinas, por exemplo, elas
podem ser agrupadas dentro de familias distintas de proteinas homologas que apresentam
propriedades estruturais comuns, sendo a familia das leguminosas a mais estudada e
caracterizada (Liu, Bian & Bao, 2010; Cavada et al.,1998). Exibem ampla variedade de

especificidade de ligagéo a carboidratos (Van Damme, Lannoo, & Peumans, 2008).

1.2 Lectinas de Plantas Leguminosas

As plantas pertencentes a esta familia representam um dos principais recursos como
fonte de descobertas de novas proteinas, tais como as lectinas. As lectinas de leguminosas
formam uma grande familia de proteinas homdlogas, porém mostram variagdes na
especificidade ao carboidrato.

A Fabaceae é uma das maiores familias botanicas, também conhecida como
Leguminosae (leguminosas), de ampla distribuicdo geografica. Uma caracteristica tipica dessa
familia é apresentar o fruto do tipo legume, também conhecido como vagem. E subdividida
em 3 subfamilias muito distintas: Faboideae (ou Papilionoideae), Caesalpinioideae (ou

Caesalpiniaceae) e Mimosoideaea (ou Mimosaceae), (Cardoso, Mossanek & Acra 2007).

A variacdo no nome da familia deve-se a coexisténcia de mais de um sistema de
classificacdo. E a terceira maior familia de Angiospermae, compreendendo 727 géneros e
19.325 espécies (Lewis, et al., 2005). As Leguminosae ocorrem em quase todas as regies do
mundo e quase todas as espécies da familia apresentam simbiose de suas raizes com bactérias
do género Rhizobium e semelhantes, que fixam o nitrogénio da atmosfera, uma caracteristica

ecologica de extrema importancia. Também sdo de grande importancia econdmica pela

26



SOUZA, J. D. Aplicacdes Biotecnoldgicas da lectina de raizes...

producéo de alimentos como: feijdo, ervilhas, soja, amendoim, lentilha entre outros (Lima, et

al., 2007).

Niveis mais elevados de atividade de lectina pode ser visto nas partes das plantas que
sd80 mais atraente para outros organismos e que sdo importantes para a sobrevivéncia das
plantas (Ynalvez, Fuentes & Sanchez, 2011). Em estudo, uma lectina da banana demonstrou
que tém a capacidade de estimular os linfocitos de origem animal e pode potencialmente
exibir um efeito diferenciado dependendo dos aglicares presentes na superficie das células
imunocompetentes no intestino de animais diferentes (Peumans, Zhang & Barre, 2000).

A lectina de banana pode ser seletivamente toxica para as espécies que ndo
contribuem para a disseminagdo de sementes de bananeira. Por outro lado, os frutos ndo ira
ser toxicos e sdo comestiveis a animais que sdo susceptiveis de difundir as sementes e,
consequentemente, contribuir para a sobrevivéncia de que as espécies de plantas particulares

no seu habitat natural (Peumans, Zhang & Barre, 2000).

1.3 O Género Bauhinia e a Espécie B. monandra

Encontrado em regides tropicais e subtropicais do hemisfério ocidental e oriental,
Bauhinia é um género com varios representantes da familia das Fabaceae (Caesalpinioideae).
No total sdo mais de 200 espécies (Lewis, 2005), embora sejam de origem do continente
Asiatico, existem espécies nativas. As arvores deste género podem atingir até 10 m de altura,
crescer em solos secos e pouco ricos em nutrientes; seu fruto é tipicamente um legume,
chamado de vagem e também tem sido usada como forrageiras (Alves et al., 200). Na
medicina popular é utilizada para o tratamento de diabetes e como diurético, (Rosilio, et al,

2004).
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Este género encontra-se bem distribuido nas cidades brasileiras e contém numerosas
espécies ornamentais; devido a suas flores vistosas sdo muito utilizadas no paisagismo e na
arborizagdo urbana. Uma caracteristica peculiar do género Bauhinia é devido ao formato
bifoliado de suas folhas que sdo conhecidas popularmente por “Pata-de-vaca”, “Unha-de-
vaca” e “Orquidea dos pobres” (Borges & Mendonga, 2009). Em Pernambuco, podem ser
encontradas espécies nativas como B. chelantha Stend, B. forficata Link, B. heterandra
Benth, B. membranacea Benth, B. monandra Kurz, entre outras (Alves et al., 2000).

A espécie B. monandra (Figura 1) é uma arvore de pequeno porte, distribuida pela
zona tropical do mundo inteiro. O nome da espécie “monandra” refere-se ao fato de
possuirem apenas um estame. A floragdo é espetacular e a arvore fica coberta de flores que se

assemelham a orquideas que posteriormente ddo origem a vagens que amadurecem no outono.

Figura 1: Aspectos de flores e folhas de Bauhinia monandra. (Fonte: http://www.reunion-
shop.eu/Schmetterlings-Bauhinie-Bauhinia-Monandra-10-Samen Acesso: 23/12/2011 as

14:40 hs)
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S&o muitas as propriedades do género que vém sendo pesquisadas. Como principais,
podemos destacar a acdo hipoglicemiante e o efeito diurético, muito difundido na medicina
popular a partir das infusdes de folhas na forma de cha (Rosilio, et al, 2004). O precursor das
pesquisas sobre lectinas da espécie B. monandra foi o isolamento a partir das folhas de uma
lectina galactose especifica, denominada BmoLL (Coelho & Silva, 2000) favorecendo
aplicacbes nos mais variados campos, desde avaliacdo hipoglicemiante a comportamentos
interfacial de ligacdo a superficies celulares de tecidos diferenciados, bem como aplicagdes

com atividade inseticida (Macedo et al., 2007; Andrade et al.,2005 parte I1).
1.4 I1dentificagdo e Especificidade das Lectinas

Normalmente, a avaliagdo da presenca de lectinas em materiais bioldgicos é
realizada através de ensaios de aglutinacdo utilizando eritrdcitos (Figura 2); a hemaglutinacéo
pode ser testada com eritrécitos de animais e/ou humanos, onde estes podem ser ndo tratados
ou tratados enzimaticamente (tripsina, papaina) ou quimicamente por glutaraldeido ou
formaldeido, aumentando ou ndo a sensibilidade das células a lectinas. Este ensaio é realizado
através de uma diluicdo sucessiva da lectina e posterior incubagdo com os eritrocitos (Coelho

& Silva, 2000; Santos et al.,2005).

@ Eritrécitos
> | ectina
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Figura 2: Esquema representativo da aglutinagdo de eritrocitos por lectinas. Fonte: (Fernandes,

M.P.; Dissertacdo, UFPE, 2006).
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No que se refere a especificidade de lectina, recente avangos tecnoldgicos na
glicobiologia apresentam algumas idéias novas. Como por exemplo, a especificidade de
lectina por ser examinada usando matrizes de glicanos, onde algumas lectinas mostraram
propriedades de ligacdo mais complexas aos carboidratos (Van Damme et al., 2007b). Desta
forma, mesmo lectinas com estrutura muito semelhante, marcadamente diferem em sua
especificidade de ligacdo. Um outro método utilizando glicoproteinas remodeladas também
foi descrito (Iskratsch, et al., 2009), bem como a introdugdo de microarrays, em que 0S
painéis de lectinas sdo imobilizada em um Gnico chip para analise dos glicanos (Gemeiner et

al., 2009).

A confirmacéo da presenca de lectina em uma amostra € realizada através de ensaio de
inibicdo da atividade hemaglutinante (AH) utilizando uma solugdo com carboidratos e/ou
glicoproteinas (glicoconjugados). As lectinas ligam-se aos carboidratos ou glicoproteinas da
solucdo teste em lugar de interagirem com os eritrdcitos que, ao ficarem livres, precipitam

(Figura 3).

\ o

‘ H "' Eritrocitos
Lo % >< Lectina

"%. » Carboidrato

Figura 3: Esquema represntativo da inibicdo da aglutinacdo de eritrcitos por lectinas em

presenca de carboidratos. Fonte: (Fernandes, M.P.; Dissertagdo, UFPE, 2006).
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Segundo Michiels, Van Damme & Smagghe (2010), a preferéncia de lectinas a
carboidratos geralmente € determinada por simples testes de inibicéo. Se a ligacdo de uma
lectina a um receptor (por exemplo, em testes de aglutinagéo) é inibida por um monossacarido
ou dissacérido, a lectina é dita especifica em relagdo a este agUcar.

A especificidade de uma lectina pode ser definida através do ensaio de inibicdo da
AH, utilizando para este fim diferentes monossacarideos que em menor concentracéo,
possuam maior capacidade de inibir sua atividade de hemaglutinagdo ou precipitacdo de
polissacarideos ou glicoproteinas (Gabor et al.,2001; Ng e Yu, 2001).

A disponibilidade destas proteinas e sua especificidade requintada a hidratos de
carbono complexos ajudou a catapultar o campo de glicobiologia (Varki, 1999). Desta forma
existem lectinas que apresentam especificidade para mais de um carboidrato, aglutinando
células de diferentes tipos e espécies. Também existem lectinas que s6 aglutinam as células
em que houver a presenca de um determinado carboidrato (Gabor et al.,2001; Coutifio-
Rodriguéz et al.,2001).

Peumans & Van Damme (1998) observaram que lectinas de plantas exibem uma
ampla especificidade para carboidrato, sendo que muitas apresentam maior afinidade para
oligossacarideos do que para aglcares simples ou tém especificidade direcionada contra
glicanos (que ndo sdo proprios da planta); além disso, lectinas estruturalmente diferentes

podem reconhecer 0 mesmo carboidrato.

1.5 Purificagéo

Geralmente a etapa inicial para purificagdo de lectinas consiste na extracdo de
proteinas com solucéo salina ou tamp&o (Mladenov et al.,2002) e com temperatura e tempo de

extracdo pré-definidos. A preparacdo obtida apresentando atividade hemaglutinante é dita
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extrato bruto, o qual ser avaliado quanto & concentragdo protéica e submetido a purificacéo
parcial por fracionamento salino com sulfato de aménio (Paiva & Coelho, 1992).

O fracionamento salino € um processo posterior a etapa de extracdo que se baseia no
principio de que a solubilidade da maioria das proteinas é diminuida em elevadas
concentragdes de sais. O sulfato de amdnio (Zhang et al., 2010) é comumente utilizado devido
a sua elevada solubilidade. Este processo, além de purificar parcialmente lectinas porque
retira a sua camada de solvatagdo fazendo com que as mesmas precipitem, estabiliza a
atividade hemaglutinante da proteina, mesmo ap6s longos periodos de armazenamento
(Kennedy et al.,1995).

Outro processo muito usado na purificagdo de proteinas é a dialise, realizada em uma
membrana (celulose) semipermeavel, que separa as lectinas de moléculas pequenas, onde as
proteinas ficam retidas, enquanto que, moléculas menores como carboidratos ou sais migram
para a solugdo solvente de menor concentragdo no exterior da membrana (Thakur et al.,
2007).

Geralmente, a ultima etapa de purificacdo consiste no emprego de técnicas
cromatograficas, com uma ampla variedade de métodos para purificar lectinas, como
cromatografia por troca ibnica, cromatografia por exclusdo molecular e cromatografia por
afinidade especifica de ligacdo a carboidratos, sendo este o principal método cromatografico
para purificar lectinas.

A cromatografia por bioafinidade (ou biosseletividade) separa as proteinas por suas
especificidades de liga¢do a grupamentos quimicos especificos existentes no suporte insoltvel
(Sun et al., 2007). Esses ligantes séo covalentemente imobilizados & matriz promovendo uma
fase estacionéria seletiva. A amostra € aplicada a coluna; as moléculas sem afinidade passam
sem ligar a matriz, enquanto as moléculas especificas sdo retidas e posteriormente séo eluidas

pela alteragdo de pH e/ou forga ibnica do meio, que tornam o complexo molécula-ligante
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menos estavel levando & dissociacdo do mesmo, ou ainda pelo emprego de substancias com
maior afinidade ao ligante. No caso de purificacdo de lectinas, o ligante a ser imobilizado é
um carboidrato ou um glicoconjugado especifico.

Lectinas especificas para N-acetilglicosamina, glicose e galactose tém sido isoladas a
homogeneidade em colunas de quitina, Sephadex e gel de Guar, respectivamente. Desta forma
a lectina desejada é obtida com alto grau de pureza (Stoyloff & Ivanov, 2010), alterando-se as
condigdes de pH (Datta et al.,2001), forca idnica (Chung et al.,2001) ou pela eluigdo com
solucéo contendo um competidor (Lima et al.,1997).

Gel de guar é uma dessas matrizes e consiste em um polissacarideo com cadeias
manose substituidas por residuos de galactose o 1-6; € uma matriz versatil para isolamentos
de lectinas ligantes de D-galactopiranosil e N-acetil-galactosaminil (Coelho & Silva, 2000);
outros exemplos de geis usados para cromatografia de afinidade sdo Affi-gel blue (Wong et
al., 2006) e Sepharose 4B (Chumkhunthod et al., 2006). Lectinas com especificidade para
galactose podem ser purificadas utilizando este suporte com a lectina das folhas de B.

monandra, BmoLL (Coelho & Silva, 2000).

1.6 Caracterizagdo Bioldgica de Lectinas

Os métodos de caracterizacdo para lectinas sdo relacionados com a estrutura e a
atividade bioldgica da molécula. Um dos principais é o ensaio de hemaglutinacéo, utilizado
para detecgdo como também caracterizacdo quanto a especificidade ao carboidrato.

O pH pode ter grande influéncia sobre a AH de lectinas, o que torna imprescindivel a
avaliacdo e o conhecimento sobre a faixa de pH onde a proteina se mantém estavel e
desempenhando sua fungdo. Estabeler as condi¢des do pH é importante, uma vez que o pH

altera a carga liquida das proteinas, provocando repulsdo eletrostatica e rompimento de
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algumas pontes de hidrogénios, bem como o comportamento da molécula em determinados
meios e condi¢des ideias onde esta possam apresentar atividade bioldgica.

A verificagdo da faixa de estabilidade ao pH pode ser feita submetendo-se a lectina a
tampdes em diferentes valores de pH. Resultados dependentes do pH revelam mudangas
conformacionais e diferengas siginificantes no modo de interagdo dos sitios de ligacfes uma
lectina (Jiménez, 2008). Em alguns casos diferengas significativas no pH pode ndo afetar a
atividade de lectinas (Wittsuwannakul et al.,1998) e em outros a lectina perde sua atividade
em pequena variacdo de pH, como é o caso da lectina de Erythrina speciosa (Konozy et
al.,2003).

A temperatura pode causar alteragdes extremas na estrutura tridimensional de uma
proteina, processo denominado desnaturacéo. Esse efeito do calor na estrutura pode ocorrer
praticamente em todas as proteinas globulares, independente do tamanho ou da funcéo
bioldgica. Um estudo com uma lectina da planta Q. fusiformis revelou que a atividade da
lectina € significativamente ligada ao nivel de temperatura (Ynalvez, Fuentes & Sanchez,
2011).

Algumas lectinas permanecem estaveis até 55-65 °C e a partir de entdo, com a
elevacdo da temperatura, a atividade hemaglutinante diminui até ser abolida, como no caso de
uma lectina de feijdo (Wong, Wong & Ng, 2006). Muitas lectinas contém metais em suas
estruturas e sdo chamadas de metaloproteinas, pois em alguns casos precisam de ions para
exercer sua atividade (Sharon & Lis, 1990).

Quanto a atividade bioldgica, as lectinas sdo avaliadas através do ensaio de inibigéo e
da atividade hemaglutinante, utilizando monossacarideos ou carboidratos complexos e
eritrocitos de diferentes espécies animais, testados para evidenciar a especificidade para

carboidratos e para o tipo sangiiineo, respectivamente.
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A eletroforese € uma tecnica bastante utilizada para a caracterizacdo estrutural de
proteinas, assim como para o estabelecimento do grau de pureza. Eletroforese em gel de
poliacrilamida sob condicfes desnaturantes (presenca de sulfato sodico de dodecila- SDS) e
redutoras (presenca de PB-mercaptoetanol) revelam o grau de pureza, a composicao de sub-
unidades (Pajic et al., 2002) e através de coloracdo especifica, a natureza glicoprotéica
(Coelho & Silva, 2000). A eletroforese em gel de poliacrilamida para proteinas sob condicdes

ndo desnaturantes € utilizada para analisar a pureza de estruturas moleculares nativas.

1.7 Importéncia e Aplicacbes Biotecnoldgicas

Lectinas sdo utilizadas como importantes ferramentas em processos biotecnolégicos,
bem como em pesquisas nas areas das ciéncias bioldgicas, bioquimica, farmacolégicas e
medicas. As fungBes bioldgicas das lectinas ainda ndo sdo bem conhecidas. Elas tém sido
aplicadas na determinagdo de tipos sanguineos (Khang, Jean-Luc & Hoebekel,1990; Mo et
al.,2000), apoptose (Li et al., 2011), na deteccdo, purificacdo, caracterizacdo e analise de
glicoconjugados (Olajos, 2010; Cerrada, et. al., 2010) onde podem serem usadas para explorar
superficies celulares, ligando-se a porcéo carboidrato de glicoproteinas ou glicolipideos que
se projeta na célula (Ghazarian, ldoni & Oppenheimer, 2011).

Nos animais, discute-se seu papel fisiologico nos processos de endocitose, transporte
intracelular de carboidratos e glicoproteinas, nos processos de aderéncia e reconhecimento
celular, na funcdo estrutural e como receptores celulares para glicoproteinas (Rudiger et
al.,2000). Portanto, podem ser usadas no diagnostico em processos de desenvolvimento,
diferenciacdo e transformacéo neoplésica (Liu, Bian & Bao, 2010), inclusive na andlise de

imunoglobulinas humanas (Daziel et al.,1999; Fassina et al.,2001).
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Por causa do efeito danoso dos agentes quimioterapicos na terapia do cancer, tem
sido dada uma atencéo especial aos inibidores de crescimento de origem natural e, portanto
tem aumentado consideravelmente o interesse de lectinas nos efeitos antitumoral (Abdukllaev
& Demejia, 1997).

Uma abordagem testada recentemente usando lectina G Morniga para localizagéo de
tumores e potencialidade de entrega de compostos toxicos, que se liga antigenos TF e Tn, foi
descrita. A lectina foi conjugada com um agente de fotossensibilizag&o, que, quando ativado
pela luz pode causar a morte celular. A lectina ligada a células Tn positivas foi levada a cabo
pela células, provocando uma elevada percentagem de citotoxicidade celular. Esta técnica
pode ser uma estratégia alternativa para usar as lectinas para alvejar células tumorais para
morte (Poiroux, G., et al. 2011).

As lectinas ja sdo usadas na atividade antiproliferativa sobre células tumorais da
leucemia (L1210 e M1) (Ngai e Ng, 2004), para distinguir o cancer de prostata e a hiperplasia
benigma neste 6rgdo (Basu et al.,2003), como marcadores de tecidos tumorais, em ensaios
histoquimicos e imunohistoquimicos para deteccdo de residuos glicosilados em superficies
teciduais de humanos e animais (Beltrdo et al.,1998; Meyer et al.,2000; Barou et al.,2002;
Pedini et al.,2002).

A propriedade de ligacdo a carboidratos das lectinas pode ser também utilizada em
analise de mudancas que ocorrem sobre a superficie celular durante processos fisiologicos e
patoldgicos desde células normais a células transformadas & malignidade (Sharon & Lis,
2004). Sdo também empregadas como moléculas bioadesivas no enderecamento de drogas
(Rek, Krenn & Kungl, 2009).

Como ferramentas para a produgdo dos chamados medicamentos inteligentes, onde
estes diferem dos tradicionais por atuarem em células especificas do organismo evitando

efeitos colaterais, como o efeito provocado pela quimioterapia (Plattner, et al,. 2009,
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Woodley, 2001), bem como o desenvolvimento de vacina (Toriniwa & Komiya, 2011; Lang,
Schoenen & Desel, 2011)

Em humanos elas se ligam a eritrocitos e outras células pelo reconhecimento do N-
acetil neuraminico presente na superficie celular e que € um pré-requisito para o inicio da
infecgéo (Singh, Tiwry & Kennedy, 1999; Ghazarian, Idoni & Oppenheimer, 2011).

Algumas lectinas de plantas apresentam agdo inseticida contra larvas de insetos, que
causam danos a producdo agricola resultando em grandes perdas econ6micas, 0 que
possibilita 0 uso destas proteinas como bio-inseticidas (YYaskara et al.,2005). A lectina de
folhas de Bauhinia monandra, BmoLL, atuou como inseticida biolégico contra larvas de
Anagasta kuehniell, Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus (Macedo et al.,2006),
outras lectinas possuem efeito inibitorio no crescimento de fungos (Freire et al.,2002).

Lectinas vegetais podem serem adicionadas ao repertorio de expansdo de ligantes
TLR (receptores Toll-like) utilizadas com agonistas desse receptores e assim fornecer sondas
Uteis e versateis para caracterizar a natureza da expressdo de superficie oligossacarida e
funcéo bioldgica de células (Unitt & Hornigold, 2011).

Lectinas parecem apresentar funcdo de defesa antimicrobiana, especialmente em
sistemas imunes de aves e mamiferos (Holmskov et al.,1997). Em microorganismos, as
lectinas fariam a ligacdo com células hospedeiras e atuariam como determinantes de
reconhecimento em processo imunolégico e fagocitose (Pochel & Irache, 1998). O papel das
lectinas em fungos continua desconhecido (Kawagishi et al.,2001), para bactérias e
protozoérios foi sugerido que as lectinas tém uma funcdo importante facilitando sua adeséo no
epitélio intestinal.

Fisiologicamente, as lectinas participam na interacdo parasita/hospedeiro, no
mecanismo de defesa da planta (Limpens & Bisseng, 2003) e como agentes mitogénicos

(Maciel et al.,2004). Algumas lectinas possuem a capacidade de se ligar especificamente a
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hifas fangicas e atuar impedindo o consumo de nutrientes e a incorporagao de precursores
necessarios para o crescimento do fungo. Atuam ainda sobre a germinacdo de esporos
fungicos, provavelmente num estgio muito inicial do processo, inibindo-a, de modo que ha
um prolongamento do periodo latente que precede a germinacdo (Sharon & Lis, 2001).

Nas plantas atuam no mecanismo de defesa inibindo o crescimento de bactérias
fitopatogenicas, contra ataques de virus, fungos e insetos, na relagdo planta/microorganismo
(Cavada et al.,2000; Ratanapo et al.,2001; Limpens & Bisseng, 2003). Estimulacdo,
proliferacdo e crescimento celular (Wititsuwannakul et al.,1998); na interagdo

parasita/hospedeiro, simbiose e estoque de proteinas (Van Damme et al.,1997).

1.8 Acao Antifungica

Os fungos sdo microrganismos ubiquos na natureza, encontrados no solo, agua,
vegetais, homem e detritos em geral. Muitos dédo origem a doencas em plantas, contudo
somente cerca de 100 dos milhares de espécies conhecidas de leveduras e fungos filamentosos
provocam doengas em seres humanos ou em animais (Meyer et al.,2000).

O Fusarium é um importante componente da microflora em todo o mundo e
apresenta grande variedade de espécies. O género Fusarium pode apresentar as formas
patogénicas ou ndo-patogénicas, em solos naturais ou cultivados, onde podem permanecer por
longo tempo sob a forma saprofitica, sobrevivendo no material organico do solo (Edel et
al.,1997).

Algumas lectinas possuem a capacidade de se ligar especificamente a hifas fungicas
e atuar impedindo o consumo de nutrientes e a incorporagdo de precursores necessarios para o

crescimento do fungo. Atuam ainda sobre a germinacdo de esporos fungicos, provavelmente
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num estadgio muito inicial do processo, inibindo-a, de modo que ha um prolongamento do
periodo latente que precede a germinagdo (Lis e Sharon, 1981).

Atividade antifungica foi observada em uma lectina isolada de sementes de Castanea
mollisma, frente aos fungos Botrytis cinerea, Mycosphaerella arachidicola, Physalospora
piricola (Wang & Ng, 2003); bem como a lectina de S. jacobinensis foi capaz de reduzir em
50% o crescimento de F. moniliforme e F. oxysporum (Vaz et al., 2010). Outra lectina do
cerne de M. urundeuva inibiu o crescimento de F. oxysporum e F. decemcellulare (Sa et al.,

2009).

1.9 Agéo Inseticida

O controle de insetos, tem sido convencionalmente feito com inseticidas e
organofosforados e piretroides, que podem ser toxicos para outros seres vivos e apresentam
grande risco de contaminacdo ambiental. Extratos de diversas partes das plantas, extrativos de
madeiras e entrecascas, feromdnios, analogos de hormdnio juvenil e inibidores da sintese de
quitina séo tidos como potenciais componentes de produtos alternativos para combater
espécies-praga de insetos, sem oferecer grande perigo ao meio ambiente (Sogabe et al., 2000;
Cabreraetal., 2001; Chen et al., 2004).

Os efeitos das lectinas sobre os insetos, como moléculas inseticidas sdo avaliados
geralmente através de bioensaios onde ha incorporagdo dessas proteinas na dieta dos insetos
(Hamshou et al., 2010). A agdo inseticida de lectinas ainda é pouco conhecida, mas é provavel
que envolva sua ligagdo com as glicoproteinas das células epiteliais do intestino médio dos
insetos; a acdo inseticida, também pode estar relacionada as enzimas digestivas e proteinas
assimiladoras, nas quais as lectinas podem interferir com suas fungées, dessa forma, inibindo

a digestéo e absorcéo causando a privagdo nutricional (Leite et al., 2005).
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1.9.1 os cupins

Cupins sdo um grupo de insetos de grande importancia na reciclagem de materiais
celulésicos, no entanto, algumas espécies sdo capazes de causar danos & madeira, pinturas,
monumentos, documentos historicos e edificios (Koestler, 2000;. Verma et al., 2009). A
capacidade de aproveitar a celulose como fonte energética se deve a presenca de uma
comunidade simbidtica de microorganismos encontrada no trato intestinal dos cupins (Fréhich
et al., 2007). Essa microbiota é capaz de hidrolisar a celulose e a hemicelulose, fermentar e
despolimerizar produtos a &cidos graxos de cadeia curta, que sdo absorvidos pelo hospedeiro,
fixar nitrogénio, além de estar envolvida no metabolismo de hidrogénio (Warneck et al.,
2007)

Um grande nimero de espécies de cupins ndo séo consideradas pragas e séo de grande
beneficio para o ambiente como eficientes decompositores de matéria organica (Varma &
Swran, 2007). Porém, 10% das espécies sdo consideradas pragas. No Brasil, as espécies
causadoras dos maiores estragos sdo dos géneros Nasutitermes, Coptotermes e Crytotermes
tanto em madeira estrutural de edificacbes como também em plantas vivas, tanto nos cultivos
agricolas quanto em florestas nativas.

O mecanismo de agdo termiticida de lectinas de M. urundeuva foi estudado por
Napoledo et al. (2011). A resisténcia & degradacédo por proteases foi também relacionada com
a atividade inseticida da lectina de sementes de Moringa oleifera (Paiva et al., 2011; Oliveira
et al., 2011). A atividade termiticida sobre Nasutitermes corniger tem sido relatada para
lectina de Cladonia verticillaris (Silva et al., 2009) e para os isolados de Myracrodruon
Urundeuva (S4 et al., 2008; Napoledo et al., 2011) e Crataeva tapia (Aradjo et al., 2012).

Lectinas também sdo capazes de se ligar a enzimas digestivas glicosiladas ou

glicoproteinas. A lectina galactose especifica da folha B. monandra (BmoLL) induziu a
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mortalidade das espécies Callosobruchus maculatus e coledpteros promovendo uma reducéo

na atividade a-amilase no intestino do inseto (Macedo et al., 2007).
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2 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenga causada por diferentes
espécies pertencente ao género Leishmania, que acomete pele, cartilagens e/ou mucosa
(Lainson & Shaw, 1998). E considerada como um importante problema de sadde piblica no
mundo. E apresenta-se com uma diversidade epidemioldgica por envolver varios agentes
etioldgicos, vetores e hospedeiros no ciclo de transmiss&o.

A LTA ¢é considera uma doenga negligenciada, distribuida em 82 paises, com
incidéncia de cerca de 1,5 milh&o de casos, dos quais 90% dos casos notificados ocorrem no
Afeganistdo, Brasil, Ird, Peru, Ardbia Saudita e Siria, e, 90% da forma mucocutanea ocorrem
na Bolivia, Peru e Brasil (WHO, 2011).

A LTA é uma doenga que merece especial atencdo devido as limitacOes terapéuticas
existentes e & severidade representada pela forma mucosa da doenga. No Brasil das sete
espécie envolvidas com a LTA predomina a Leishmania (Viannia) braziliensis, presente em
todos os Estados federados (Brasil, 2007).

A incidéncia da LTA na regido Nordeste é verificada principalmente nas areas com
resquicios de floresta de Mata Atlantica (Marzochi, 1992). Em Pernambuco, A LTA incide
em todas as regides do Estado, com predominancia na Zona da Mata, com mais de 60% do
total de casos notificados (Brand&o-Filho et al., 1999; Brandao-Filho, 2001).

O diagndstico da LTA ¢ feito através de aspectos clinicos, epidemioldgicos e
laboratoriais. O diagndstico clinico baseia-se nas caracteristicas da lesdo associadas a
anamnese e aos dados epidemiol6gicos (Gontijo & Carvalho, 2003).

As técnicas classicas de diagndstico para LTA incluem o exame direto,
intradermoreagdo de Montenegro, isolamento do parasito em meio de cultura e detecgéo de

anticorpos anti-Leishmania por métodos soroldgicos e moculares (Brito et al., 2000). O
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exame mais simples e de baixo custo é a pesquisa direta de formas amastigotas visualizadas
ao microscopio optico. A sensibilidade deste teste é inversamente proporcional ao tempo de
evolucdo da lesdo, mas ndo discrimina espécies e a sensibilidade varia de 50 a 70%
(Bensounssan et al., 2006).

O cultivo e isolamento obtidos a partir de material de pungéo aspirativa e/ou bidpsias
de lesbes sdo reconhecidos como os melhores métodos convencionais, que permite a
confirmagdo e posterior identificacdo da espécie envolvida. Contudo, requer laboratério com
infra estrutura e técnicos capacitados, além disso, o periodo é longo para a obtengdo do
resultado (Bensounssan et al., 2006; Rodriguez—Gonzalez et al., 2006).

Testes com base inumune como a Intradermorreacdo de Montenegro (IRM), avalia a
resposta de hipersensibilidade celular tardia, é positivo durante a doenca e ap0s a cura e ndo
diferencia doenca atual de pregressa, nem distingue doenca de infeccdo, porém é
habitualmente negativo na forma difusa, na forma visceral e nos pacientes imunodeprimidos.
A IRM é bastante utilizada nos inquéritos epidemioldgicos de prevaléncia em é&reas
endémicas (Kar, 1995).

Dentre os métodos soroldgicos, a reagdo de imunofluorescéncia indireta (IFI), ELISA ,
W. blot sdo mais utilizados. S&o técnicas sensiveis, mas apresentam reagdes cruzadas com
outras doengas parasitérias, especialmente com a doenca de Chagas e leishmaniose visceral
(Brito et al., 2000).

Com o advento da biologia molecular atualmente a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) constitui o principal teste molecular devido a alta sensibilidade e especificidade,
podendo detectar DNA do parasito em diversos tipos de amostras. Além disso, apresenta
rapidez no diagndstico e permite a genotipagem de Leishmania spp. (Rodrigues et al., 2002).

Neste contexto, ha necessidade de métodos mais sensiveis e acurados para 0

diagndstico da LTA. Em &reas como a andlises clinicas requerem o desenvolvimento de
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ferramentas para a deteccdo seletiva de biomoléculas. Biossensores podem ser considerados
como ferramentas complementares com método de andlise, devido & sua simplicidade
inerente, baixo custo relativo, resposta rapida, permitindo répido monitoramento (Sassolas,

Blum & Leca-Bouvier, 2011).
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3 BIOSSENSORES

De acordo com uma definicdo proposta pela Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC, do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry),
biossensores constituem um tipo de sensor quimico composto por um elemento bioldgico e
um transdutor, capazes de fornecer informagdes analiticas quantitativas ou semi-quantitativas
(Strehlitz, Nikolaus & Stoltenburg, 2008; Rodriguez-Mozaz, Alda & Barcel6, 2006;
Theévenot et al., 1999).

O elemento bioldgico é fixado (ou imobilizado) na superficie sensora do transdutor,
que converte o sinal da reacdo bioldgica ou bioquimica em um sinal elétrico passivel de ser
quantificado, conforme esquematizado na figura 4 (Sassolas, Blum & Leca-Bouvier, 2011;
Pereira, Santos & Kubota, 2002). Este sinal pode ser resultante de alteragdes na concentragdo
de prétons, liberacdo ou captacdo de gases, de ions especificos, calor, massa, absorbancia,

condutéancia ou transferéncia de elétrons (Alfaya & Kubota, 2002).

Bioreceptor Transducer
Physico g :
e | chemical I_'I‘f.“ "l_lw'l
& L] .. 5 e signal
Analyte: B s 3 -
Enzyme substrate ¥ .8 2 ﬁ\
- = iy

me >

b W g

Immobilized biologichl Optical, electrochemical ,

molecule: enzyme thermic or gravimetric

Figura 4: Representacdo esquematica dos elementos constituintes de um biossensor. (Fonte:

Sassolas, Blum & Leca-Bouvier, 2011)

45



SOUZA, J. D. Aplicacdes Biotecnoldgicas da lectina de raizes...

Os biossensores podem ser classificados em varios grupos de acordo com o elemento
bioldgico e o tipo de transdutor empregado (Luong, Male & Glennon, 2008). Os principais
materiais bioldgicos utilizados nestes dispositivos sdo proteinas, enzimas, anticorpos e acidos
nucléicos. Alem disso, microrganismos, células animais, células vegetais e cortes de tecidos
também podem ser usados (Velasco-Garcia, 2009).

De acordo com o principio de energia envolvida na transducdo, os transdutores
podem ser classificados em: eletromagnéticos, Opticos, calorimétricos e eletroquimicos. Os
mais comumente usados sdo os eletroquimicos e de acordo com o pardmetro de medida
realizada pode ser classificado em: amperométricos, condutimétricos, potenciométricos e
impedimétricos (Mohanty & Kougianos, 2006).

O transdutor a ser utilizado juntamente com o material bioldgico serve para detectar
apenas um reagente ou produto especifico, ndo respondendo a outras substancias (espécies)
presentes na amostra a ser analisada. A escolha de um determinado transdutor ndo depende
apenas do tipo de elemento de reconhecimento, j& que este determina quais variagdes das
propriedades fisico-quimicas ocorreriam em funcdo da interacdo, mas depende também de
outros fatores como tempo de resposta, seletividade e sensibilidade (Riccardi, Costa &

Yamanaka, 2002).

3.1 Transdutores Eletroquimicos

Os transdutores eletroquimicos sdo 0s mais usados em biossensores, principalmente

por oferecerem vantagens como: simplicidade, rapidez na resposta, menor custo, alta

sensibilidade e serem compativeis com as tecnologias de micro fabricacdo (Jin et al., 2006;

Grieshaber et al., 2008; Ronkainen, Halsall & Heineman, 2010).
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Biossensores eletroquimicos tém como principio bésico a deteccdo de espécies
eletroativas consumidas e/ou geradas durante o processo de interagdo do elemento bioldgico
com seu substrato especifico (Ronkainen, Halsall & Heineman, 2010). Esses sensores s&o
projetados através do acoplamento de moléculas bioldgicas & superficie eletrodica (por
exemplo, eletrodos de platina, ouro, prata, a base de carbono, grafite ou condutores), que
respondem ao aplicar impulsos elétricos, tais como corrente ou potencial (Sadik, Aluoch &
Zhou, 2009).

Recentemente tém sido desenvolvidos vérios tipos de sensores utilizando lectinas, seja
para a identificacdo das mesmas ou com o intuito de investigar a interacéo lectina-carboidrato.
Os métodos de investigacdo variam desde a adsor¢do direta das lectinas em superficies
metalicas ou através de superficies modificadas (Andrade et al., 2011; Oliveira et al., 2011a;
Oliveira et al., 2011b).

A Espectroscopia de impedéancia eletroquimica é uma técnica do tipo label-free
bastante utilizada para caracterizar e avaliar o desenvolvimento de biossensores. Outras
técnicas como a voltametria ciclica e a microscopia de forca atbmica também se destinam
para avaliar alteracfes do comportamento eletroquimico da interface eletrodo-solucéo pela
presenca das biomoléculas, bem como a observacdo de caracteristicas morfoldgicas que

elucidam pormenores de uma superficie modificada.

3.2 Técnicas Eletroquimicas

Muitos trabalhos descrevem o uso de técnicas eletroquimicas no monitoramento de
reagdes biomoleculares. Os métodos eletroquimicos possibilitam o estabelecimento de
relacGes diretas entre a concentracdo do analito e algumas propriedades elétricas (Sadik,

Aluoch & Zhou, 2009) como, corrente, potencial, condutividade, resisténcia e carga elétrica.
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Como as medidas destas propriedades sdo facilmente acessiveis experimentalmente, as
técnicas eletroquimicas sdo adequadas para quantificacdo de espécies de interesse nas
diferentes areas de estudo desde a pesquisa basica até a andlise de rotina (Souza, Machado &
Avaca, 2003). Neste trabalho, as técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica e
espectroscopia de impedéncia eletroquimica foram empregadas para caracterizacdo do
biossensor, sendo bastante utilizadas por serem simples e sensiveis quando comparadas as

técnicas Opticas ou piezoelétricas (Sadik, Aluoch & Zhou, 2009).

3.2.1 voltametria ciclica

E uma técnica eletroanalitica importante e amplamente empregada. No entanto, n&o
permite a andlise quantitativa do sistema investigado. Esta técnica possibilita fornecer
informagdes répida sobre a termodindmica dos processos redox, da cinética de reagBes de
transferéncias de elétrons e reacBes quimicas acopladas aos processos adsortivos (Bard &
Faulkner, 2006).

A voltametria ciclica (VC) compreende um conjunto de técnicas que permitem
investigar processos eletroquimicos através da observagdo de relagGes entre a corrente elétrica
(1) e potencial (E) aplicado entre dois eletrodos imersos numa solucéo eletrolitica (Holler,
Skoog & Crouch, 2009; Harris, 2001).

Na VC, uma varredura triangular de potencial com velocidade conhecida e constante €
aplicada a um eletrodo de trabalho estacionario e com a solugdo mantida em repouso, onde,
quando se alcanca o potencial final desejado, a dirego da varredura é invertida em direcdo ao
potencial inicial, obtendo-se como resposta a tal perturbacdo, um gréafico de corrente vs.

potencial (Skoog et al., 2008; Wang, 2006).
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A figura 5 representa o padrdo tipico da excitacdo do sinal para a técnica de
voltametria ciclica de um sistema reversivel. A faixa de variacdo do potencial aplicado deve
ser aquela, onde a espécie em andlise é eletroativa e 0 solvente € estivel. Dependendo do

analito pode-se fazer apenas um ciclo ou multiplos ciclos.
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Figura 5: Tipico do sinal de excitacdo para voltametria ciclica, potencial vs tempo, (Fonte:

http://gmc.ufsc.br/~metodosl).

Um voltamograma ciclico, figura 6, é obtido pela medida de corrente sobre o eletrodo
de trabalho durante a variagdo de potencial (grafico de corrente em funcdo do potencial). A

corrente pode ser considerada o sinal responsavel pelo sinal de excitacdo do potencial.

Current /
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|
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Figura 6: Tipico voltamograma ciclico para um processo redox reversivel, Fonte: (Skoog &

Crouch, 2009).
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Os pardmetros eletroquimicos mais importantes em voltametria ciclica sdo o0s
potenciais de pico (Ep) catddico e anddico (Epc e Epa); as correntes de pico catodica e
anddica (Ipc e Ipa); os potenciais de meia-onda (E1/2) e de pico a meia altura (Ep/2) (Holler,
Skoog & Crouch, 2009).

Desta forma na investigacdo de reagBes eletrodicas nos sistemas eletroquimicos
reversiveis, 0s potenciais de pico, Epc e Epa, sdo independentes da velocidade de varredura v.
E E” est4 posicionado entre Epc e Epa segundo a expressio:

E” = (Epa + Epc) /2
A separacdo entre Epc e Epa é 59 mV/n (Bard & Faulkner, 2006).

Em mecanismos de sistemas mediadores a VC permite a sua caracterizacdo a partir
dos potenciais dos picos de intensidade registrados e das modificagbes provocadas por
alteracbes da velocidade de varredura. Além disso, a técnica de VC pode ser utilizada para
detalhar importantes informagdes do sistema, tais como potencial de oxidagdo e redugdo da
espécie, nimero de elétrons transferidos, reversibilidade da reacéao, coeficiente de difusdo, etc

(Brett & Brett, 1993; Seong-Hun, Wone-Keun & Jae-Ho, 2010).

3.2.2 espectroscopia de impedéncia eletroquimica

Os estudos por espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) sdo por vezes
extremamente complicados, devido ao grande nimero de variaveis, que podem interferir no
sistema. Esta técnica pode ser usada para detectar a reacdo especifica entre um receptor e seu
ligante. EIE é amplamente utilizada para caracterizar as variacbes nas propriedades
eletrOnicas de materiais a granel, e para a investigagéo de processos superficiais e interfaciais
em eletrodos (Barsoukov & Macdonald, 2005; MacDonald, 1991). E uma ferramenta

amplamente empregada na caracterizacdo de sistemas eletroquimicos e vem sendo bastante
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empregada no monitoramento de reagdes por bioafinidade, como por exemplo, a ligacdo de
lectinas com carboidratos.

A técnica consiste na aplicacdo de uma perturbacdo de potencial ou de corrente no
sistema sob investigacdo. Nesta perturbagdo € aplicado um potencial continuo (potencial
central aplicado) sobre a qual é superimposta uma variacdo senoidal de potencial com
pequena amplitude (Shi et al., 2008).

As amplitudes de excitacdo sdo geralmente muito pequenas empregando poucos
milivolts. A magnitude das amplitudes de excitagdo causa somente perturba¢des minimas no
sistema em anélise, de forma que, tornar possivel a investigacéo de fendmenos eletroquimicos
proximos ao estado de equilibrio. Na EIE surge uma corrente de natureza senoidal como
resultado da aplicagéo de um potencial senoidal ao sistema, uma vez que a perturbacdo pode
ser feita usando diferentes valores de frequéncia. Mediante um monitoramento das relagdes
entre o potencial aplicado e a corrente sdo obtidos a impedancia do sistema e o angulo de fase
(defasagem da corrente em relagéo ao potencial aplicado) (Damos, Mendes & Kubota, 2004).

Em linhas gerais, pode-se dizer que a impedancia esta para os sistemas de corrente
alternada assim como a resisténcia est4 para os de corrente continua. Enquanto nos sistemas
de corrente continua o impedimento do fluxo de elétrons é devido a um resistor, nos de
corrente alternada este impedimento é feito também por capacitores e indutores, além dos
resistores. E a oposicdo combinada de todos estes elementos (resistores, capacitores e
indutores), da-se 0 nome impedancia.

Os termos resisténcia e impedancia significam uma obstrugdo a passagem de corrente
ou fluxo de elétrons. Ao lidar com corrente continua, os resistores promovem este efeito,
entretanto, no caso de corrente alternada, elementos de circuito, tais como capacitores e
indutores podem também influenciar no fluxo de elétrons. Estes elementos podem afetar ndo

somente a magnitude de uma corrente alternada em forma de onda, mas também suas
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caracteristicas dependentes do tempo ou suas fases (Kawakami, Kenji, 1996), uma vez que

inimeros processos podem contribuir para a relagéo entre a corrente e o potencial do sistema.

Desta forma, medidas da impedancia e angulo de fase permitem avaliar processos
como transporte de carga (incluindo estimativa de velocidade de transferéncia), condutividade
de filmes, capacitancia, coeficientes de difuséo de portadores de carga, entre outros (Damos,

Mendes & Kubota, 2004).

Os sistemas eletroquimicos, geralmente sdo constituidos por um eletrodo de
referéncia, um eletrodo auxiliar e um eletrodo de trabalho (figura 3). O eletrodo de referéncia,
(normalmente de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl), estabelece o potencial de trabalho. O
eletrodo de trabalho funciona como elemento transdutor da reagdo bioquimica, enquanto o

eletrodo auxiliar estabelece uma conexdo com a solucéo eletrolitica (Grieshaber et al., 2008).

E Fotenciostato § Il
A B o

\ : eletrodo

I solucdo

T

Figura 7: Esquema da célula eletroquimica com trés eletrodos. (1) (A) eletrodo de trabalho;

(B) eletrodo auxiliar e (C) eletrodo de referéncia; (1) diagrama esquematico de um circuito
Randles superimposto a interface eletrodo/eletrélito (baseado em Damos, Mendes & Kubota,

2004)
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A investigacdo do comportamento do sistema eletroquimico estar relacionada a
circuitos elétricos que incluem resistores, capacitores e indutores (Huang, 2011). Desta forma,
as medidas por impedancia eletroquimica permitem ao pesquisador analisar e caracterizar o
sistema em termos de um circuito equivalente através de modelo puramente elétrico (figura 7-
).

A representacéo da interface eletrodo/solucéo para o circuito acima (figura 7-11), onde
Rs seria resisténcia da solugéo entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia. Rct seria a
resisténcia de polarizagdo na interface da dupla camada. Cdl seria a capacitancia da dupla
camada nesta interface, que representa todos os mecanismos de armazenamento de carga,
relacionada & célula da medida preenchida com o material a ser analisado. O conhecimento de
Rct permite através de calculo obter informagdo de reacGes eletroquimicas e as medidas de
capacitancia de fendmenos como por exemple adsorcéo, desorcgao, processos de formagéo de
filmes no eletrodo, entre outros. Segundo, Damos, Mendes & Kubota, (2004), uma vez que a
corrente que passa na interface eletrodo/solucéo é conduzida pelos ions em solugéo, o efeito
resistivo na solugdo sobre a migracéo dos ions € representado por uma resisténcia Rw.

Por outro lado, a introducdo de elementos capacitivos em um circuito promove uma
defasagem entre a corrente e o potencial. Desta forma, uma representagdo comum para a
impedancia em sistemas compostos por resistores e capacitores € através de um diagrama de
fasores no qual a impedancia apresenta uma componente real (resistiva) e imaginaria
(capacitiva). Para o circuito equivalente apresentado na (Figura 7 Il) as componentes real (Z°)

e imaginéria (Z”) da impedancia do sistema sdo:

Ret e oCqRe’
=R+ ———— 7'=——————

1 +02CLR.2 1+0?C¢’Ref
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onde, Rq - resisténcia da solucdo, R - resisténcia a transferéncia de carga, ® - freqiiéncia

angular e Cq - capacitancia da dupla camada elétrica (Damos, Mendes & Kubota, 2004; Hsieh

et al., 2007).

Conforme pode ser observado nas expressdes acima, em altas frequéncias a
componente real da impedancia tende a R, enquanto que nas regides de baixa freqliéncia
tende a Rq + Ry Ao avaliar este comportamento é possivel inferir como obter informagdes
sobre a resisténcia da solugéo na regido de altas freqtiéncias e na regido de baixas freqiiéncias

sobre os processos de eletrodo (resisténcia a transferéncia de carga).

A partir equacdo acima pode ser construido um grafico de Z" em funcdo de Z'
revelando um comportamento circular com raio de Ry/2 e centro em Z'=Rq + Re/2 e Z"=0.
Neste contexto, 0 componente imaginério da impedancia (Z") é plotado versus componente
real da impedancia (Z'), para cada frequéncia de excitagdo apresentado na figura 8A
mostrando o perfil tipico da impedancia, conhecida como diagrama de Nyquist, (Figura 8A),

(Alves & Brett, 2002; Dean, 2008).

Outra forma de analise sdo representagdes de log |Z| (|Z| - médulo da impedéancia) e ¢
(angulo de fase) v.s log o (o - frequiéncia), chamadas de curvas de Bode (Figura 8B), séo de
grande importancia para a interpretacdo de dados provenientes da EIS, pois as informagdes

obtidas a partir destes graficos podem ser complementares as obtidas no diagrama de Nyquist.
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Figura 8: Representacdo de impedancia (diagrama de Nyquist) referente ao circuito
equivalente apresentado na figura 7 1l, diagrama de Bode (B) correspondente ao diagrama de

Nyquist apresentado em (A), (Fonte: Ueta, 2002).

Conforme pode ser observado na (Figura 8B), as alteragdes da impedancia indicam 0s
efeitos da resisténcia a transferéncia de carga no sistema. Por outro lado, a medida que, a
frequéncia do sistema € aumentada observam-se alteracfes no angulo de fase entre o potencial
aplicado e a corrente resultante. Esta alteragdo no angulo de fase possibilita a obtencéo de
informacOes sobre a componente capacitiva do sistema, uma vez que as componentes

capacitivas introduzem um comportamento co-senoidal na corrente (Macdonald, 1991).

Desta forma, os efeitos da transferéncia de carga (Ry), da dupla camada elétrica (Cg),
bem como os efeitos da solucéo sobre a migracéo de ions (Rw), podem ser obtidos mediante a
avaliacdo de diagramas de Nyquist e curvas de Bode. Adicionalmente, nos sistemas que
apresentam efeitos significativos da impedancia a transferéncia de massa (Z,,) a introdugéo de
um elemento denominado “impedancia Warburg" é feita com o propdsito de simular as

caracteristicas do sistema experimental, tanto em processos que sofrem difuséo linear, esférica
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ou sob convecgédo forgada. Neste contexto, um grande conjunto de fatores pode influenciar a
impedancia do sistema, como processos faradaicos, adsor¢do de espécies eletroativas e ndo-
eletroativas, reacbes no eletrodo envolvendo a formacgdo de intermediarios estaveis e
heterogeneidade de superficies, de forma a proporcionar & EIE um amplo campo de aplicacdo

(Ates, 2011).
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4 CIRCUITO EQUIVALENTE

No desenvolvimento de modelos baseado em métodos de EIE, o tratamento

matematico envolvido na analise de impedancia (o comportamento da resposta ac da célula

eletroquimica) é convencionalmente descrita, por um circuito equivalente ou por equacdes

cinéticas que levam as funcdes de impedancia (Song, 2000).

De acordo com o que foi apresentado acima pode-se analisar reacdes de eletrodos

utilizando circuitos elétricos equivalentes, os quais representam os processos relacionados as

impedéancias Zim e Zre (Figura 8).

O circuito da Figura 9 é conhecido como circuito de Randles (Bruce, 1995) e é muito

utilizado para interpretar os dados de EIE. O circuito de Randles engloba os processos

descritos na Figura 7. Este modelo prevé que a corrente faradaica resultante das transferéncias

eletronicas na interface esta sempre associada ao componente capacitivo.

'Z“! Q

Figura 9: Circuito de Randles (no topo) e sua resposta no plano de impedancia complexa
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(Fonte: Carvalho & Andrade, 1996).
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Os componentes do circuito e as diferentes regibes de resposta em frequéncia
representam o processo eletroquimico global. A regido de alta freqliéncia esta associada com

a resisténcia da solucéo eletrolitica, Re. A regido de freqiiéncias intermediarias esta associada

D~

com a transferéncia de carga na interface, Rtc. O efeito de relaxagdo correspondente
apresentado no plano complexo ( jZ’- Z’ ) com um semicirculo, cuja constante de tempo é
dada pelo produto RtcCdc (Changjun & Shuhai, 2011; Harrington & Driessche, 2011)

Dois pardmetros sdo obtidos da analise do semicirculo: Rtc que é a medida do
didmetro e a freqUéncia de relaxagdo caracteristica, fc, obtida no valor méximo do
semicirculo. Em baixas freqliéncias a impedancia € caracterizada por processos de transporte
de massa por difusdo. Duas regides podem ser identificadas no plano de impedancia
complexa: uma regido linear com angulo de fase n/4, correspondendo a difusdo semi-infinita e
representada pela impedancia de Warburg, Zw, e uma segunda regido linear ainda em baixas
frequéncias com um angulo de fase de 7/2, associada com uma resposta puramente capacitiva.

Considerando uma reacdo de eletrodo onde a etapa mais lenta est4 relacionada ao
transporte idnico em direcdo a interface, é razoavel considerar que a cinética da reacdo é
limitada por difusdo. Nestas condigBes o processo de difusdo é progressivamente limitado
pela acumulagdo de carga eletrénica na interface do eletrodo, resultando em uma capacitancia
C. (Changjun, & Shuhai, 2011; Harrington, & Driessche, 2011)

O circuito de Randles descreve adequadamente 0S processos que ocorrem na regido de
altas freqliéncias. Contudo, na regido de baixa frequéncia, para eletrodos porosos, a analise €
complexa e a interpretacdo fisica da C. ndo pode ser descrita como uma capacitancia pura,
sendo representada por um elemento de fase constante (CPE) (Bruce, 1995).

Circuitos equivalentes contendo CPEs com impedancia dada por Zepe = 1 / (Qs™) em
que Q é o parametro de CPE, of o expoente CPE, s = i® e o frequéncia angular, sdo

frequentemente encontrados na literatura e muitos circuitos equivalentes contendo pelo menos
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dois CPEs tém sido propostos (Berthier, Diard & Michel, 2011). O significado fisico de CPEs
ainda é uma questdo de controvérsia e CPEs sdo utilizados para descrever os diferentes
fendmenos eletroquimicos, tais como de dupla camada de capacitancia, adsorcdo, etc
(Berthier, Diard, & Michel, 2011).

Uma vez escolhido o circuito elétrico que melhor descreve o processo, pode-se
relacionar as propriedades fisicas ou quimicas com elementos do circuito e extrair valores
numéricos de todos estes elementos, através de simulacBes dos dados experimentais,
geralmente utilizando-se 0 método de minimos quadrados ndo-linear, com o auxilio de um
programa de computador adequado (Changjun, & Shuhai, 2011; Harrington, & Driessche,

2011).
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5 SOFTWARE ZVIEW

ZView é um programa que permite analisar os resultados nos quais diversas variaveis
das medidas de impedancia, tais como capacitancia, resisténcia, indutancia, bem como outro
componentes do circuito elétrico. O programa apresenta duas possibilidades para o estudo de
circuitos elétricos: a simulacdo da resposta eletrica de um circuito e a modelagem dos
resultados experimentais com o uso de circuito equivalente.

A figura 10A, apresenta a interface do programa, com a janela de circuito equivale e
os pardmetros (figura 10B) previamente estabelecidos pelo usuério. A partir do circuito
equivalente o programa permite ajustar as curvas de resposta do circuito a curva obtida
experimentalmente (modelagem dos dados ou fit).

O programa possue recursos nos quais os paramentros podem variar livremente
durante o ajuste ou serem fixados em determinado valor para melhor forma de obtencdo dos
dados. Na figura 10B, a janela do circuito equivalente permitir obter informagdes de
simulacdo e ajuste de curvas com o programa. A partir dele pode-se definir os parametros e

obter o valares de desvio padréo do ajuste para cada parametro.
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Figura 10: Interface do programa ZView (A) e janela de circuito equivale (B) com os

parametros de ajuste.
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6 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA - AFM

A AFM é uma técnica de bastante til para caracterizacdo morfoldgica e estrutural de
diferentes materiais. Este método tem com principio basico a anélise de medidas de deflexdes
obtidas através de varreduras da superficie de uma amostra com uma haste ou cantilever
acoplado a uma ponteira na sua extremidade. O sistema opera sobre o controle de
moduladores piezelétricos que permitem a movimentacdo vertical e horizontal da sonda de
varredura com uma precisdo nanométrica (Morita, Wiesendanger & Meyer, 2002; Gross et
al., 2009). A Figura 11 apresenta um esquema basico de funcionamento de um AFM.

As andlises por AFM permitem a obtencdo de imagens em duas e trés dimensdes das
superficies estudadas. Como vantagem adicional, ndo requer a preparagdo das amostras por
recobrimento por materiais condutores, permitindo a analise de amostras biol6gicas sem perda

das suas propriedades (Morita, Wiesendanger & Meyer, 2002; Pinto, 2010).

Emissor laser Foto detector

® i

./ Cantiever AFM- _

Suporte
da
amostra

Amostra

Figura 11: Representacdo esquematica do principio de funcionamento de um AFM e 0s seus
componentes fundamentais, (Fonte: Pinto, 2010).
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This work describes the purification in milligram quantities of a lectin from Bauhinia monandra
secondary roots (BmoRol) and its antifungal and termiticidal activities. The BmoRoL (6.2 mg) was iso-
lated through ammonium sulfate fractionation and affinity chromatography on guar gel. Native lectin
was resolved as a single band on polyacrylamide gel electrophoresis for basic proteins. Under denaturing
and reducing conditions it appeared as a unique glycosylated polypeptide of 26 kDa. The highest
agglutination activity of BmoRoL was found with glutaraldehyde-treated rabbit erythrocytes. BmoRoL
showed antifungal activity against phytopathogenic species of Fusarium and was more active on Fusa-
rium solani. The lectin also showed termiticidal activity on Nasutitermes corniger workers and soldiers
with LCsp of 0.09 and 0395 mg ml~! for 12 days. In conclusion, BmoRoL is a new antifungal and ter-
miticidal lectin that can be purified in milligram quantities and has potential biotechnological application
for control of agricultural pests.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Lectins are proteins or glycoproteins with the ability to recog-
nize and bind mono or oligosaccharides without inducing change
in the carbohydrate bond (Sharon and Lis, 2001; Wu et al., 2006).
They are found in animals (Alpuche et al., 2005; Yang et al., 2007),
microorganisms (Bhowal et al., 2005; Khan et al., 2007), and plants.
Plant lectins are isolated mainly from dry seeds but their occur-
rence in other vegetal tissues, such as leaves (Coelho and Silva,
2000), rhizomes (Kaur et al.,, 2005), tubers (Kaur et al., 2006),
bark (Sa et al,, 2009b), heartwood (S4 et al., 2008), and roots (Wong
and Ng, 2006), has been reported.

Lectins interact with free carbohydrates or glycoconjugates
through a particular site structure and non-covalent principles. The
lectin structural diversity and high specificity of binding promote
several applications such as purification of cells and glycoproteins
(Sanchez and Cabezas, 1998) and monitoring of the expression of
cell-surface carbohydrates (Fais et al, 2009). The isolation and
characterization procedures for these proteins often involve
screening for the ability to agglutinate cells and precipitate

* Corresponding author. Tel.: +55 8121268540; fax: +55 8121268576.
E-mail address: lcbbcoelho@gmail.com (LCB.B. Coelho).

0964-8305/% — see front matter © 2011 Elsevier Led. All rights reserved.
doi: 10.1018/j.ibiod.2011.02.009

glycoconjugates, followed by the isolation on affinity columns with
specific ligands (Villanueva, 2002). Lectins, when immobilized in
inert supports, act as affinity matrices to glycoconjugate isolation
(Paiva et al., 2003; Silva et al., 2011).

Legume lectins are of interest due to their several physiological
roles in plants, such as recognition, attachment, and colonization of
nitrogen-fixing bacteria at epidermal cells in roots and transport of
sugars, hormaones, or glycoproteins (Van Rhijin et al., 1998; Wang
and Ng, 2001; Irazoqui et al., 2005; Sreevidya et al., 2005). Plant
lectins are also involved in defense against microorganisms and
insects (Peumans and Van Damme, 1995) and have been studied as
antifungal and insecticidal agents (Correia et al., 2008). Lectins have
been successfully heterologously expressed for large-scale produc-
tion and engineered into a variety of crops for use in integrated pest
management strategies; the use of lectins for insect control may
reduce the load of chemical insecticides (Lam and Ng, 2011).

Growth of fungi has been considered a major factor in the
biodeterioration of several materials such as wood, stored grains,
paintings, sculptures, leather, and oil (Sterflinger, 2010). Fusarium
species can be found deteriorating wood (Apetorgbor et al., 2004)
and concrete samples (Gu et al., 1998); they also cause several
diseases in wheat (Wagacha and Muthomi, 2007), tomatoes
{Agrios, 2005), peanuts (Rojo et al., 2007), and other crops. An
antifungal effect on Fusarium has been reported for lectins isolated
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from Astragalus mongholicus roots (Yan et al., 2005), Myracrodruon
urundeuva heartwood (Saetal., 2009a), and Sebastiania jacobinensis
bark (Vaz et al., 2010).

Termites are a group of insects of great importance in the
recycling of cellulosic materials; however, some species are able to
cause damage to wood, paintings, monuments, historical docu-
ments, and buildings (Koestler, 2000; Verma et al., 2009). The
biodeterioration promoted by termites has economical and envi-
ronmental impacts. The replacement of deteriorated wood leads to
an increase in the number of trees cut (Clausen and Yang, 2007),
and the annual economic losses caused by termites reach U.S. $290
million in China, $800 million in Japan, and more than $1 billion in
the US. (Verma et al., 2009). Nusutitermes species (Termitidae
family) can be found damaging roofs, linings, and structural spans
of buildings, and the species Nasutitermes corniger is able to invade
the urban environment, attacking wood in the structures of
buildings (Edwards and Mill, 1986; Scheffrahn et al, 2002; Paes
et al., 2007). Termiticidal activity on N. corniger has been reported
for lectin from Cladonia verticillaris lichen (Silva et al., 2009) and for
those isolated from M. urundeuva bark, heartwood, and leaf (Sa
et al., 2008; Napoledo et al., 2011).

Bauhinia monandra Kurz (“pata-de-vaca”, “orquidea del pobre”,
pulse or “Napoleon’s plume”) is an ornamental Fabaceae species
whose leaves are used in popular medicine for the treatment of
diabetes. A leaflectin (BmoLL) specific to galactose has already been
purified with high yield from B. monandra (Coelho and Silva, 2000).
The aim of this work was to purify in milligram quantities a lectin
from B. monandra secondary root (BmoRoL). Polypeptide molecular
mass, carbohydrate-binding specificity, antifungal activity on
Fusarium, and termiticidal activity on N. corniger are also reported.

2. Materials and methods

2.1. Extraction of B. monandra lectin (BmoRoL) from
secondary roots

Secondary roots were harvested from the Germplasm Bank of
Medicinal Plants at the Estacdo Experimental de Itapirema, Goiana
City, or from the roads of Olinda and Recife cities, State of Per-
nambuco, Northeastern Brazil. A voucher specimen is archived
under number 57,462 at the Herbarium “Dardano de Andrade
Lima” from the Instituto Agrondémico de Pernambuco, Recife. The
secondary roots were well washed in tap water followed by
distilled water, cut into small pieces, and left to dry at 28 °C for 23
days. A fine powder obtained in a multiprocessor was used to
extract lectin.

Root powder extracts (10%, w/v) were obtained by overnight
gentle shaking at 4 °C in 0.01 M citrate phosphate buffer (pH 6.5)
containing 0.15 M NaCl. The root extract (E) was passed through
gauze, centrifuged at 8000 g (15 min, 4 °C), and submitted to a 60%
(w/v) ammonium sulfate fractionation by adding the solid salt.
After 4 h at 28 °C, the precipitate was resuspended and dialyzed
against distilled water followed by the citrate phosphate buffer
(F1).

2.2. Protein content

Protein concentration was evaluated according to Lowry et al.
(1951) using bovine serum albumin (31.25-500 pg ml~!) as stan-
dard or by measuring the absorbance at 280 nm.

2.3. Hemaggelutinating activity (HA)

Glutaraldehyde-treated human (A, B, O and AB, types) or rabbit
erythrocytes were obtained according to Bing et al. (1967). The HA

assays were performed according to Correia and Coelho (1995); HA
was defined as the reciprocal (titer ') of the last sample dilution
promoting full erythrocyte agglutination, and the specific HA (SHA)
corresponded to the ratio between HA and the protein concentra-
tion (mg ml™ 1),

2.4. BmoRoL purification

The BmoRoL was purified by chromatography on guar gel. The
affinity matrix was obtained by cross-linking of refined guar gum
(Sigma—Aldrich, USA) with epichlorohydrin in a mixture of water
and 2-propanol (Gupta et al., 1979). A F1 sample (20 mg of protein)
was loaded onto a guar gel column (7.5 x 1.5 cm), and the column
was washed with citrate phosphate buffer until the absorbance at
280 nm (measured with a FEMTO spectrophotometer) was negli-
gible. Then, the adsorbed lectin was eluted with 0.05 M p-galactose
in citrate phosphate buffer. The fractions containing the lectin were
pooled (BmoRoL) and dialyzed (4 h) against 0.01 M citrate phos-
phate buffer, pH 6.5, containing 0.15 M NaCl. The HA and protein
content were measured, and the material was kept at —20 °C.

2.5. Polyacrylamide gel electrophoresis ( PAGE)

Polyacrylamide gel electrophoresis for native acidic and basic
proteins was performed according to Davis (1964) and Reisfeld
et al. (1962), respectively. PAGE under denaturing (SDS-PAGE) and
reducing conditions was performed according to Laemmli (1970).
Molecular mass standards (Pharmacia Biotechnology, Uppsala,
Sweden) were galactosidase (116 kDa), phosphorylase b (97.4 kDa),
bovine serum albumin (66.2 kDa), alcohol dehydrogenase
(37.6 kDa), carbonic anhydrase (28.5 kDa), myoglobin (18.4 kDa),
and lysozyme (14 kDa). The gels were stained for protein with 0.02%
(w/v) Coomassie Brilliant Blue in 10% {w/v) acetic acid. Glycopro-
tein staining was performed using the Schiff's reagent according to
Pharmacia Fine Chemicals (1980).

2.6. Hemagglutinating activity inhibitory assays

The carbohydrate-binding specificity of BmoRoL was determined
by inhibition assay using glycoproteins (asialofetuin, asocasein, avidin,
casein, ferritin, fetuin, bovine fetal serum, peroxidase, ovalbumin, and
thyroglobulin) and sugars o(+)-galactose, o+ )-raffinose, N-acetyl-o-
galactosamine, 1+ )-rhamnose, threalose, o{-+)-cellobiose, and
sucrose. The HA inhibitory assay was performed by incubation
(45 min) of the lectin sample with carbohydrate (200 mM) or glyco-
protein (05 mg ml™") solution before erythrocyte suspension
addition.

2.7. Effects of ions, temperature, and pH on BmoRoL-induced
hemagglutination

The BmoRoL activity was determined after incubation (30 min)
with 0.02 M CacCl; or 0.04 M MgCl,, after heating (30 min) at 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, and 100 °C or after incubation (30 min) with
different buffers {0.01 M Tris—HCI buffer, pH 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, and
9.5; 0.01 M sodium phosphate buffer, pH 6.5, 7.0 and 7.5; 0.01 M
citrate phosphate buffer, pH 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, and
7.0). Determination of HA was done using rabbit erythrocyte
suspension.

2.8. Antifungal activity
Fusarium decemcellulare (URM-3006), Fusarium lateritium

(URM-2491), Fusarium moniliforme (URM-3226), Fusarium oxy-
sporum (URM-2489), and Fusarium solani (URM-2490) were

85



SOUZA, J. D. Aplicacoes Biotecnologicas da lectina de raizes...
698 D, Souza et al [ International Biodeterioration & Biodegradation 65 (2011} 696702
Table 1 plate. In the negative control, papers were impregnated with citrate

Purification of Bauhinia monandra root lectin (BmoRol).

Sample HA (titer™') Protein (mg/mL) Specific HA  Purification (times)
E 1024 1.96 523 1.0

F1 4096 3.6 1141 218

BmoRol 8192 047 17,430 333

Hemagglutinating activity (HA} was determined with rabbit erythrocytes. Specific
HA corresponds to the ratio between HA (titer—!) and protein concentration (mg/
mL). Purification corresponds to the ratio between specific HA of the step and
specific HA of the extract (E).

obtained from the Culture Collections of University Recife Myco-
logia (URM) from the Departamento de Micologia, Universidade
Federal de Pernambuco, Brazil.

Antifungal activity was determined by a modified assay based
on the method described by Cunico et al. (2004). Fungal mycelia
were cultured on petri plates (100 x 1.5 cm) containing potato
dextrose agar (PDA) medium; after 72 h at 28 °C, mycelium disks
(0.625 cm in diameter) were cut from the center of each fungal
culture. Next, BmoRoL {120 ug) was filtered using a 0.45-mm sterile
syringe filter (Minisart®) and spread on solidified PDA in other Petri
plates (10.0 = 1.5 cm); a fungal mycelium disk was place in the
center of each plate. A 0.01 M citrate phosphate buffer (pH 6.5)
containing 0.15 M NaCl and 10 ppm Cercobin were used as negative
and positive controls, respectively. Assays were carried out in
triplicate. The plates were incubated at 28 °C for 72 h. Antifungal
activity was indicated by a reduction of the fungal growth zone
(diameter) in the plates in comparison to negative controls.

2.9. Termiticidal assay

The N. corniger was obtained from colonies maintained in the
vegetation house at the Departamento de Agronomia of Uni-
versidade Federal Rural de Pernambuco and previously identified
by Dr. Luiz Roberto Fontes (Superintendéncia de Controle de
Endemias, SUCEN, Brazil ).

Termiticidal activity was evaluated by a no-choice bioassay based
on the method described by Kang et al.(1990). Each experimental unit
consisted of a petri plate (9.0 = 1.5 cm) with the lower plate covered by
filter paper. A filter paper disk (4 cm in diameter) impregnated with
200l of BmoRoL(04,0.2,0.1,0.05,0r0.025 mg ml~ ', corresponding to
64,3.2,1.6,0.8, or 0.4 mg of protein cm 2, respectively) was put ineach

35
3+
25 +
24

1.5 7

ABS 280 nm

10 13 16 19 22 25

phosphate buffer. Twenty active insects (16 workers and 4 soldiers)
were carefully transferred to each plate; the assay was kept in darkness
at 28 °C. Monitoring of assays was performed daily to detect the death
of insects and to guarantee the humidity of the plates by adding a water
drop to the paper covering the plate until all insects had died. Assays
were measured in quintuplicate. The survival rates (as percentages)
were obtained for each treatment and expressed as a mean + standard
deviation (SD). Statistical analysis was performed using the computer
package Statplus® 2006 (AnalystSoft, Canada) for determining the
BmoRoL concentration required to kill 50% of the insects after 12 days
(LCsp) by probit analysis with a reliability interval of 95%. Significant
differences between each treatment and control were established
performing Student’s t-test (p < 0.05 or p < 0.01), assuming equal
variances (homoscedastic) and considering the cumulative mortality
during all assays using Origin™ 6.0 (Microcal, USA) software.

3. Results
3.1. BmoRoL purification and characterization

Secondary root extract from B. monandra showed HA with
glutaraldehyde-treated rabbit erythrocytes and ammonium sulfate
treatment yielded a partially purified lectin preparation (F1) with
higher specific HA (Table 1). The F1 was submitted to affinity
chromatography on guar gel and lectin activity adsorbed on
column; the chromatographic profile revealed an active (specific
HA of 17,430) protein peak (BmoRoL, 6.2 mg) eluted with 0.05 M
galactose (Fig. 1). Table 1 summarizes the BmoRoL purification
protocol. The yield of the chromatographic step was 71.4% in regard
to the HA loaded on the column.

Polyacrylamide gel electrophoresis for native basic proteins of
BmoRoL revealed a single polypeptide band (Fig. 2A, lane 2); no
bands were detected in PAGE for acidic proteins. The SDS-PAGE of
BmoRoL revealed a polypeptide band of 26 kDa in the absence
(Fig. 2B, lane 2) or presence (Fig. 2B, lane 3) of f-mercaptoethanolk,
indicating that it does not contain disulfide bridges in its structure.
BmoRoL is a glycoprotein, as revealed by glycoprotein staining with
Schiff's reagent (Fig. 2C).

BmoRoL promoted agglutination of all tested erythrocytes,
except human O-type cells. BmoRoL HA with rabbit erythrocytes
(8,192 ') was higher than HA with human A (1,024 1), B (512°1),

T 45
14
+ 35

13
25

12 @
- 1.5
-1
- 0.5

M 4—0.05 M galactose

= 4— 1.0 M NaCl

Fractions

Fig. 1. Chromatography of F1 {20 mg of protein) on guar gel column. The washing step used 0.01 M citrate phosphate buffer (pH 6.5) containing 0.15 M NaCl; arrows represent the
eluents added. Fractions (2 mL) were collected at 20 mL/h and evaluated for hemagglutinating activity (HA) and protein concentration. Absorbance at 280 nm ([, A ) and log HA

(M) are represented.
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Fig. 2. Electrophoresis profiles of BmoRoL (A) PAGE for basic proteins of standard cytochrome ¢ (lane 1) and BmoRoL (lane 2) stained with 1% {w/v) Amido Black in 10% (v/v] acetic
acid. (B) SDS-PAGE of molecular mass markers (lane 1) as well as BmoRoL in the absence {lane 2} and presence (lane 3) of f-mercapthoethanol stained with 0.02% (v/v) Coomassie

Blue in 10% (v/v) acetic acid. {C) SDS-PAGE of BmoRoL stained with Schiff's reagent.

and AB (51271 types. Rabbit erythrocytes were used in all the
subsequent HA assays described below.

BmoRoL HA (titer of 8192°') was totally inhibited by p(+)-
galactose and b(-)-raffinose and reduced in the presence of
threalose, sucrose, and i(+)-rhamnose (Table 2). Glycoproteins
were also able to inhibit BmoRoL HA (Table 2), azocasein being the
best inhibitor.

Incubation of BmaRoL with divalent cations Ca*? or Mg*? did
not affect the lectin activity. BmoRoL activity was stable heating up
to 60 “C but lost its activity above this temperature. The effect of pH
on BmoRoL HA showed that the lectin was more active in pH 6.5;
BmoRoL was also active in pH 7.0 and 7.5.

3.2. Antifungal activity

The antifungal activity of BmoRoL was shown by the significant
reduction in growth of E solani (p = 0.00008) and F oxysporum
(p = 0.0118) that was detected in comparison with the negative
control (Fig. 3). The highest growth inhibition (30%) was detected
for F. solani; although the growth of F. moniliforme, F. lateritium, and
F. decemcellulare in the presence of BmoRoL was lower than in
negative control, lectin effect was not statistically significant
(p > 0.05).

3.3. Termiticidal activity

The BmoRoL was able to induce the death of N. corniger workers
(Fig. 4A) and soldiers (Fig. 4B). The effects of lectin at 0.4, 0.2, and
0.1 mg ml~! (corresponding to 6.4, 3.2, and 1.6 mg of protein cm )
on workers were statistically significant (p < 0.05) in relation to the
control. The effects of all lectin concentrations on soldiers were
statistically different (p < 0.01) in relation to the control. The LCsg
determined were 0.09 mg ml~" {standard error: 0.019) for workers
and 0.395 mg ml~! (standard error; 0.014) for soldiers.

4. Discussion

Fungi and termites are responsible for the decay of several
materials with economic, medical, and historical importance. The
search for new compounds to control these deteriorative agents is
increasing and plant lectins have been pointed out as natural and
biodegradable antifungal and insecticidal agents.

A galactose-specific lectin (BmolL) was isolated from a B. mo-
nandra hypoglycemic leaf preparation; HA inhibited by p-galactose
has already been detected in preparations of B. monandra petioles,
stem branches, stems, buds, and flowers, as well as secondary roots
(Coelho and Silva, 2000). The high specific HA (7282) reported by

Coelho and Silva (2000) for secondary root preparations stimulated
the isolation of the lectin present in this tissue. In addition, the
hypothesis that lectins present in root hairs — the sites of rhizobial
entry for many legumes — display a recognition role (Hirsch, 1999)
stimulated the isolation and characterization of B. monandra
secondary root lectin (BmoRoL).

BmoRoL was isolated using guar gel column and chromatog-
raphy supports prepared from guar gum — a long chain poly-
saccharide constituted by galactose and mannose — have been
efficiently used as an affinity matrix to purify galactose-binding
lectins (Coelho and Silva, 2000; Yan et al., 2005; Santos et al.,
2009). Galactose-specific lectin from Dolichos lablab seeds was
purified by an affinity chromatography column using Sephar-
ose—galactose gel (Latha et al., 2005).

Similar to BmoRoL, the galactose-binding lectin purified from
roots of A. mongholicus is a glycoprotein (Yan et al., 2005). Between
several functions, the presence of glycosylation in proteins has been
related with thermal stability and resistance to proteolysis
(Drickamer and Taylor, 2006; Raju and Scallon, 2006); the presence
of carbohydrate in BmoRoL structure may be involved in its thermal
stability. Other glycosylated lectins that showed thermal stability
are the Arundo donax rhizome lectin, which lost its activity at 85 °C
(Kaur et al., 2005) and the M. urundeuva leaf lectin, which is stable
to heating at 100 °C (Napoledo et al., 2011).

Table 2
Inhibitory assays of BmoRol hemagglutinating activity with sugars
and glycoproteins.

Inhibitor Specific HA
Sugar

o{+}-cellobiose NI
of+)-galactose 0
of+}-raffinose 0
i(+)-rhamnose 4357
N-acetyl-p-galactosamine NI
Stachyose 8714
Sucrose 4357
Threalose 2178
Glycoprotein

Asialofetuin 2178
Azocasein 1089
Bovine serum albumin 8714
Fetuin 8714
Owvalbumin 2178
Peroxidase 8714
Thyroglobulin 4357

Specific HA corresponds to the ratio between HA (titer— ') and protein
concentration {mg/mL). Specific HA of BmoRoL: 17,430. NI: not
inhibited.
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35 in the group of galactose-specific lectins. BmoRoL HA was not
stimulated in the presence of divalent cations; this behavior has
-~ 304 been observed for other lectins such as those from A. donax
&= ) ) rhizomes and A. mongholicus root, which did not require metal ions
g 25 8 Fusarium solani for their HA (Kaur et al., 2005; Yan et al., 2005). BmoRoL showed
=] o0 Fusarium decemcellulare stability at pH levels from 6.5 to 7.5, similarly to Salvia bogotensis
=2 1 " seed lectin, which showed a maximum pH stability at pH 7.0 and
'E & Fusarr.um oxys” m lost its activity at pH below 2.0 and above 12.5 (Vega and Pérez,

= 15 4 Fusarium meniliforme 2006).
= 10 4 W Fusarium lateritium BmoRoL (120 pg) was less effective than other antifungal lectins
o that inhibit the growth of Fusarium species. The lectin from
0] M. urundeuva heartwood inhibited the growth of E oxysporum and

Fig. 3. Antifungal activity of BmoRol on Fusarium species. Antifungal activity was
indicated by a reduction of the fungal growth zone (diameter) in the plates in
comparison to negative controls { 100% of growth). Statistical analysis revealed that the
results were significantly different {p < 0.05) in comparison with the negative control.

BmoRoL agglutinated differentially the tested erythrocyte types,
suggesting that lectin recognizes the carbohydrate specificity
comprising the surface of erythrocyte membranes. The high affinity
of BmoRoL for galactose indicates that the lectin could be included
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Fig. 4. Survival percentile of Nosutitermes corniger workers (A} and soldiers (B} in the
presence of BmoRoL. Treatments were at 0.4 (@), 0.2 (O}, 0.1 (m), 0.05 (O}, and
0.025 () mg ml~". Citrate phosphate buffer was used as the control (-). Each point
represents the mean of five repetitions.

E decemcellulare in more than 50% of the samples, at an amount of
50 ug (Sa et al., 2009a). The lectin from S. jacobinensis was able to
reduce by 50% the growth of F. moniliforme and F. oxysporum at 123
and 303 pg, respectively (Vaz et al., 2010). Lectins can bind to the
hyphal cell wall (Lis and Sharon, 1981) and interfere in spore
germination (Trindade et al., 2006); antifungal activity has been
reported mainly for chitin-binding lectins, which are able to bind
chitin present in the fungal cell wall (Selitrennikoff, 2001).
Galactose-binding lectins have been poorly studied as antifungal
agents; the galactose-binding lectin from A. mongholicus root lectin
was active against F. oxypsorum (Yan et al., 2005).

BmoRoL was more active on termites than was C. verticillaris
lichen lectin, which showed a LCsp of 0199 mg ml™! for workers
and 0.5 mg ml " for soldiers (Silva et al., 2009). On the other hand,
BmoRoL was less effective on N. comiger than lectins from
M. urundeuva, since it showed a slower effect as determined by the
LCsq values after 12 days of the experiment while for M. urundeuva
bark (LCsp of 0.974 and 0.787 mg ml ™" for workers and soldiers,
respectively), heartwood (LCsy of 0.248 and 0.199 mg ml ™! for
workers and soldiers, respectively), and leaf (LCso of 0.374 and
0.432 mg ml~' for workers and soldiers, respectively) lectins the
values corresponded to 4 days (Sa et al, 2008; Napoledo et al.,
2011).

The mechanism of termiticidal action of M. urundeuva lectins
was studied by Napoledo et al. (2011); the authors suggested that
the chitin-binding property and bactericidal effect on symbionts
found in the termite gut, as well as resistance to proteolysis in the
insect gut are related to the insecticidal activity. Resistance to
degradation by proteases was also related to the insecticidal
activity of the coagulant Moringa oleifera seed lectin on the lepi-
dopteran Anagasta kueniella { Oliveira et al,, 2011).

Insecticidal lectins may also bind to glycoconjugates on the
surface of gut epithelial cells, disrupting the structural organization
along the digestive tract; larvae of Aedes aegypti killed after contact
with the water-soluble lectin from M. oleifera seeds showed an
absence of gut underlying epithelium and hypertrophy of segments
(Coelho et al., 2009). Lectins are also able to bind the sugar moiety
of glycosylated digestive enzymes or assimilatory proteins; the
galactose-binding lectin from B. monandra leaf (BmoLL) induced
the mortality of the coleopteran Callosobruchus maculatus and
promoted a reduction in the «-amylase activity in the insect gut
(Macedo et al., 2007).

Lectins are biodegradable, and they have been suggested as
natural compounds for fungi and insect control that are safer than
the synthetic agrochemicals currently applied. The toxicity of lec-
tins has been studied with the aim of ensuring their safety vis-a-vis
the environment and human health. The antifungal lectin from S.
jacobinensis did not have a deleterious effect on Artemia salina
nauplies and Biomphalaria glabrata embryos, which indicates the
low ecotoxicity of lectin (Vaz et al., 2010). The water-soluble lectin
from M. oleifera seeds, insecticidal on A. aegypti, was not genotoxic
in cell-free plasmid DNA as well as the Salmonella typhimurium
(Kado and Ames) assays (Rolim et al., 2011). Further studies are
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needed to evaluate the toxicity of BmoRoL on non-target organ-
isms, as well as to develop strategies for its production at the lowest
cost possible in order to be economically viable.

The present work revealed that besides the leaf lectin from
B. monandra, a secondary root lectin, BmoRoL, was also galactose-
specific and highly purified in milligram quantities by guar gel
affinity chromatography; the new antifungal and termiticidal lec-
tins possess biotechnological potential for application in control of
agricultural pests.
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ABSTRACT

Adsorption of a galactose specific lectin from the roots of Bauhinia monandra (BmoRoL) on platinum electrode
was investigated using electrochemical impedance spectroscopy. The system iron / potassium ferricyanide was
used to investigate the interface of the electrode. EIS data were analyzed by simple equivalent circuit. The
carbohydrate front interactions showed a better response after immobilization of the lectin. Changes in pH of the
electrolytic probe presented impedimétrica response different to the electrode before and after immobilization
of the lectin. The interaction BmoRoL-glycoproteins showed that the lectin has a impedimétrica response

greater in the presence of asialofetuina.

Keywords: lectin, glycoproteins
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1. Introduction

Lectins are proteins or glycoproteins with the ability to recognize and to bind mono- or oligosaccharides
without inducing changes in the carbohydrate bond [1, 2]. BmoRoL is a lectin isolated from Bauhinia monandra
secondary roots. It is a galactose-specific lectin, and its antifungal and termiticidal activities have been reported
[3].

Lectins have increasingly attracted scientific interest in recent years. They have been used to purify
glycoproteins [4], to monitor the expression of cell-surface carbohydrates [5] and have been applied in biological
recognition, such as cell-to-cell and ligand-receptor interaction, blood group typing, immune response, and
transport of biological macromolecules [6]. Lectinas de leguminosas despertam bastante interesse devido a seus
varios papeis fisiologicos nas plantas como reconhecimento celular, ligagdo e colonizagdo com bactérias
fixadoras de nitrogénio em células da epiderme das raizes e transporte de aglcares, horménios e glicoproteinas
[7, 8].

Electrochemical techniques are a powerful tool to characterize biomolecules due to their high sensitivity to
structural changes that take place upon interaction of the biomolecule with different ligands. Due to their
selectivity, sensitivity, and simplicity of use, electrochemical sensors can also be used to measure the electrical
resistance of biological tissues (in which case it can work as an immunosensor) [9], to detect cell morphology
changes [10], to study cell adhesion [11, 12] and changes of the cell physiological state, and to test the efficiency
of drugs [13]. Hence, the development of simple and highly sensitive detection methods for carbohydrate—
protein interactions is an extremely important analytical challenge.

Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) is an efficient, rapid and sensitive electrochemical
technique that can be used to investigate changes of interfacial properties at electrode surfaces. It is suitable for
the characterization of biocatalytic transformations, and especially for the label-free transduction of biosensing
events on electrodes [14, 15]. The method involves the application of a small perturbation of the potential or
current. The perturbation is a single sine wave with different frequencies. From the applied perturbation and the
measured response, the magnitudes of the impedance and phase shifts are determined [16].

The interfacial properties of lectins have been studied by EIS to determine carbohydrate composition and
glycosylation percentage of glycoconjugates through lectin microarrays [17]. As another example, a biosensor
based on platinum nanoparticles supported on carbon nanctubes and relying on sugar—lectin biospecific

interactions has been proposed for the determination of glucose [18]. Electrochemical potentials of lectins can
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also be used in quantitative and qualitative determinations of glycoconjugates, which have allowed detecting a
glycoprotein associated to human mammary tumors [19]. In this work, the potential of a lectin (BmoRoL)
adsorbed Pt electrode is investigated for sensor applications. Impedimetric (EIS) measurements were carried out
with the electrode for evaluating the interaction of the lectin with carbohydrates and glycoproteins of biological

interest.

2. Experimental

2.1. Materials

BmoRoL was purified according to a reported procedure [3]. Ultrapure water from the Nanopure system
Milli-Q (Billerica, MA, USA) was used in all experiments. All other chemicals were used as received. The
glycoproteins (asialofetuin, fetuin, peroxidase and ovalbumin) and sugars (galactose and sucrose) were obtained
from Sigma chemical (St Louis, MO, USA). K3Fe(CN)s, K4 Fe(CN)s, NaCl, NaH,PO,4.H,0, and citric acid were

purchased from Vetec.

2.2. Apparatus

The electrochemical measurements were performed on an EG&G PAR 263A potentiostat interfaced with a
PerkinElmer 5210 (USA) lock-in analyzer controlled by a computer. A two-compartment electrochemical cell
with Luggin capillary was used in all electrochemical measurements. The platinum disc (model MF-2013,
diameter of 1.6 mm) used as a work electrode was purchased from Bio Analytical Systems (West Lafayette, IN,
USA). A gold wire was used as counter electrode and the reference electrode was Ag/AgCI (sat. KCI) The

measurements were performed in a solution of KsFe(CN)es/K4Fe(CN)g (ImM each) in 0.15M NaCl.

2.3. Preparation of the electrode surface

The Pt working electrode was polished on felt disc containing an alumina suspension (0.3 um, Fortel,
Brazil) for 3 min, after which it was sonicated in Milli-Q water for 7 min and rinsed. It was then immersed in

conc. nitric acid for about 3 min (F. Maia, Brazil), and rinsed with water. Cyclic voltammetry scans were
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performed with sweep potential between -0.1 and 0.45 V with a scan rate of 50 mV/s. The impedance
experiments were carried out in the frequency range of 100 mHz to 20 kHz. The amplitude of the applied sine
wave potential was 5 mV, while the direct current (dc) potential was limited at the open circuit potential
measured just after CV. Electrode potentials are reported throughout with respect to the Ag/AgCl electrode (sat.
KCI). All electrochemical measurements were performed on a solution of KsFe(CN)e/KsFe(CN)e (1 mM each) in

0.15 M NaCl.

2.4. Lectin immobilization and study of lectin—sugar and lectin-glycoprotein interactions

Suspensions of BmoRoL in a citrate-phosphate 0.01 M buffer solution in 0.15 M NaCl (pH 6.5) were
prepared according to a reported procedure [3]. The lectin concentration was 0.05 mg/mL. Lectin adsorption was
carried out by direct contact between the electrode and ~1mL of the suspension for 10 min. The electrode was

then rinsed with water and characterized by EIS.

For the interaction studies by EIS, the lectin-modified electrode was rinsed with water and immersed in the
citrate-phosphate buffer containing the carbohydrate (galactose or glucose) or the glycoprotein (asialofetuin,
fetuin, peroxidase and ovalbumin) concentration 0.05 mg/mL for 10 min at room temperature (ca. 26 ‘C). The

electrode was then rinsed with water and placed in the electrochemical cell for EIS.

3. Results and discussion

3.1. Electrochemical impedance spectroscopy for the Pt clear and BmoRoL modified electrode

Fig. 1 shows the Nyquist diagrams obtained for the clear platinum electrode disc, after contact with the
buffer for 10 min followed by a rinse with water. The impedance measurements show a very small semicircle on
the high frequency side, and a linear behavior typical of a diffusion process (Warburg) on the low frequency
side. The semicircle corresponds to the electron transfer resistance at the electrode-solution interface. After the
cleaning procedure the electrode has a resistance (Rct) of 259.8 Q. Performing a cyclic voltammetry on the clean
Pt electrode yielded a curve with the anode and cathode peaks at 260 and 200 mV, respectively. The shape of the
curve and peak separation are typical of a reversible process, being a good indicator of the cleanliness of the Pt

[20].
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In a blank test, the exposure of clean electrode for 10 min to the buffer solution (the medium in which the
protein is stable) produced identical results to the electrode not exposed to buffer, as expected. However, after
adsorption of the lectin, it was found that BmoRoL underwent a significant increase in the semicircle diameter

(Rct) of 646.2 Q, indicating a blocking of the electrode surface of more than 50%.

[insert figure 1]

All curves were characterized by a semicircular region (in the high frequency end of the spectrum) and a
linear region (in the low frequency end of the spectrum). This behavior is well known [21,22] and can be easily
modeled by a modified Randles equivalent circuit (Fig. 2). The circuit includes the following four elements: Rs
is attributed to resistance caused by the solution, the resistance R1 is assigned to the surface of the electrode /
solution CPEL1 is an imperfect capacitor for the behavior of the double layer of the solution and is related to
CPE2 Warburg diffusion. The components, Rs and CPE2, represent bulk properties of the electrolyte solution
and diffusion of the applied redox probe, respectively. Thus, they are not affected by chemical transformations
occurring at the electrode interface. The other two components of the circuit, CPE1 and R1 depend on the
dielectric and insulating features at the electrode/electrolyte interface. Whereas the charge transfer resistance is
directly related to the kinetics of the redox reaction, the constant phase element has been related to the
heterogeneous nature of the electrode/solution interface (its dispersion, caused, for instance, by the surface
roughness) [23]. The quality of the adjustment is shown in Fig. 2, indicating excellent agreement between

experimental and calculated data.

[insert figure 2]

3.2 Effect of pH on the impedance response of adsorbed BmoRoL.

It has been previously shown [3] that the pH affects the hemaglutinating activity of BmoRoL. Studies

utilizing different buffers showed that the lectin is active at pH values of 6.0, 7.0, and 7.0. It has been suggested

that pH variations may not significantly affect the lectin activity [24], but another work has suggested otherwise

[25].
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The behavior of the electrode-solution interface was investigated before and after adsorption of the
lectin as a function of the electrolyte solution pH, as shown in Fig. 3. In these systems impedimetric
measurements were carried out before and after imobilization of BmoRoL, varying only the electrolyte pH

3.0t09.0.

It has been shown that the charged state of a lectin depends heavily on the pH, on presence of
complexing counterions, and on the conformational reorganization feasibility when protein—solid surface
interactions occur [26]. As a consequence, it is very difficult to understand and model the adsorption of these
proteins on surfaces. The adsorption process of globular proteins on solid surfaces can induce conformational
changes, which affect their biological function. In addition, the structural stability of the native protein has
direct influence on the adsorption/desorption kinetic. The initial stages of an adsorption process take place in
the milisecond — second time scale and can produce modifications in the protein conformation or solvation,
while changes in orientation or lateral distribution in the adsorbed state can be kinetically slower, in the order

of seconds to minutes [17, 27].

The impedimetric resistance of the electrode- solution interface before lectin adsorption varied between
200 and 350 Q. After adsorption, at pH 6 (the optimal pH for the lectin’s biological activity), there was an
increase in blocking of the electrode of more than 70% compared to the clean electrode. At more acidic pH
values there was a further increase in this resistive behavior (619.2, 703.5 and 855.2 Q for pH 5, 4, and 3,
respectively). At pH 9 a similar resistive increase was also observed (655.4 Q). These increases in the

blocking of electron transfer in the double layer suggest the occurrence of lectin denaturation.

[insert figure 3]

3.3 Interaction of BmoRoL front of carbohydrates (glucose or galactose)

Figure 4 present the Nyquist plots for clean Pt and after contact with the carbohydrates galactose or

fructose. After BmoRol adsorption, the semicircle undergoes an increase in its diamater. This diameter is related

to the interfacial electron-transfer resistance (RCT). Since the impedimetric resistance (around 250 Q) nearly did

not change for the clean electrode, and for the glucose and galactose experiments, it is believed that no

interaction between the electrode surface and the carbohydrate took place.
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The overall interaction of the lectin with the different carbohydrates is a result of their different
properties, such as molecular structure, biological activity, and carbohydrate specificity and inhibition.

Amperometric biosensor for glucose based on a Pt electrode, has been proposed [28, 29].

[insert figure 4]

Values of the electrical parameters extracted from the impedance state on platinum disk electrode, Pt

after sugars, results using this equivalent circuit are given in Tables 1.

[insert table 1]

3.4 Interaction of BmoRoL and glycoproteins

Lectins interact with carbohydrate-free or glycoconjugates, which have enabled its application in
determining blood types [30, 31], detection and separation of glycoconjugates, which can be used to explore cell
surfaces by binding to the carbohydrate portion of glycoproteins or glycolipids that protrude into the cell [32].
The results presented in Fig. 5 show that BmoRoL was able to recognize glycoproteins, as can be seen in the
increase in charge transfer, R2. Hence, the performance of the modified electrode for detection of glycoproteins
was evaluated through the relative variation of this parameter. This variation can be calculated according to the

following Eq.1:

AR (%) = R2 (after ) — R2 (before)  x 100 Eq.1

R2 (before)

where R2 (before) and R2 (after) are, respectively, the values of the charge transfer resistance of the
electrode/solution interface after and before (Pt-clean e Pt-glycoprotein), (BmoRoL e Pt-BmoRoL), our
(BmoRoL e Pt-BmoRoL-glycoprotein) exposure. The results are given in Table 2.

According to Souza et al., 2011 [3], BmoRoL had its biological activity inhibited in the presence of

glycoproteins.
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The characterization by impedance spectroscopy in the presence of BmoRoL presented little response to
the fetuin and peroxidase glycoproteins with a blockage in the transfer of electrons from 693 to 970 Q (A R (%)
47.4 and 32.8) respectively. This behavior may be due to the lack of biological specificity of the lectin to these
glycoproteins. However, there was an adsorption of these glycoproteins on the electrode surface bare with a

greater response to the peroxidase.

Similar results were obtained for the ovalbumin glycoprotein with a block of 51% to the electrode
immobilized with BmoRoL, while their adsorption on the electrode clean it is around 10% lower than the

electrode modified with the lectin. Showing that there was more interaction after exposure the BmoRoL

However, for asialofetuina glycoprotein the resistance after incubation with BmoRoL increased to
1713.333 Q corresponding to AR 130.6%. But, when performing the direct adsorption in electrode, the
adsorption was even greater than when previously incubated with BmoRoL. These results show that this
glycoprotein can used as recognition and differentiation tool of biomolecules, since it adsorbs very well on Pt
electrodes.

The impedance measures are consistent with the biological testing, for which the lectin has or not

significant interaction with the glycoproteins.

[insert figure 5]

[insert table 2]

4. Conclusions

This article presented results on the effect boqueio of the electrode Pt after adsorption of the BmoRoL

lectin. The carbohydrate front interaction affected the response to blocking electron transfer after immobilization

of the lectin, as well as glycoproteins, where the greatest response impedimétrica occurred in the presence of

asialofetuina glycoprotein. Changes in the pH of the electrolytic probe, presented different impedimétricas

response to the electrode before and after immobilization of the lectin.

100



Acknowledgments

The authors are grateful for financial support the scholarship during this work for Souza, J.D. The

fundamental chemistry department and INAMI-INCT.

References

[1] N. Sharon and H. Lis (Eds.), Lectins, Second Edition, Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The
Netherlands, 2003.

[2] J.H. Wu, T. Singh, A. Herp and A.M. Wu, Carbohydrate recognition factors of the lectin domains present in

the Ricinus communis toxic protein (ricin), Biochim. 88 (2006) 201.

[3] J.D. Souza, M.B.R. Silva, A.C.C. Argolo, T.H. Napoledo, R.A. S4, M.T.S. Correia, P.M.G. Paiva, M.D.C.
Silva and L.C.B.B. Coelho, A new Bauhinia monandra galactose-specific lectin purified in milligram quantities

from secondary roots with antifungal and termiticidal activities, Int. Biodeterior. Biodegrad. 65 (2011) 696.

[4] M.C.C. Silva, L.A. Santana, R.A. Silva-Lucca, A.L.R. Lima, J.G. Ferreira, P.M.G. Paiva, L.C.B.B. Coelho,
M.L.V. Oliva, R.B. Zingali and M.T.S. Correia, Immobilized Cratylia mollis lectin: An affinity matrix to purify
a soybean (Glycine max) seed protein with in vitro platelet antiaggregation and anticoagulant activities, Process
Biochem. 46 (2011) 74.

[5] M. Fais, R. Karamanska, D.A. Russell and R.A. Field, Lectin and carbohydrate microarrays: New high-
throughput methods for glycoprotein, carbohydratebinding protein and carbohydrate-active enzyme analysis, J.
Cereal Sci. 50 (2009) 306.

[6] N. Sharon and H. Lis, History of lectins: from hemagglutinins to biological recognition molecules,
Glycobiol. 14 (2004) 53.

[7] F.J. Irazoqui, M.M. Vozari-Hampe, R.D. Lardone, M.A. Villarreal, V.G. Sendra, G.G. Montich, V.M.
Trindade, H. Clausen and G.A. Nores, Fine carbohydrate recognition of Euphorbia milii lectin, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 336 (2005) 14.

[8] V.S. Sreevidya, R.J. Hernandez-Oane, R.B. So, S.B. Sullia, G. Stacey, J.K. Ladh and P.M. Reddy,
Expression of the legume symbiotic lectin genes psl and gs52 p.omotes rhizobial colonization of roots in rice,
Plant Sci. 169 (2005) 726.

[9] I. Navrétilova and P. Skladal, The immunosensors for measurement of 2,4- dichlorophenoxyacetic acid based

on electrochemical impedance spectroscopy, Bioelectrochem. 62 (2004) 11.

101



[10] S. Arndt, J. Seebach, K. Psathaki, H-J. Galla and J. Wegener, Bioelectrical impedance assay to monitor
changes in cell shape during apoptosis, Biosens. Bioelectron. 19 (2004) 583.

[11] A. Bouafsoun, S. Helali, S. Mebarekd, C. Zeillerd, A.F. Prigent, A. Othmane, A. Kerkeni, N. Jaffrézic-
Renault and L. Ponsonnet, Electrical probing of endothelial cell behavior on a fibronectin/polystyrene/thiol/gold

electrode by Faradaic electrochemical impedance spectroscopy (EIS), Bioelectrochem. 70 (2007) 401.

[12] A. Bouafsoun, S. Helali, A. Othmane, A. Kerkeni, A.F. Prigent, N. Jaffrézic-Renault, F. Bessueille, D.
Léonard and L. Ponsonnet, Evaluation of endothelial cell adhesion onto different protein/gold electrodes by EIS,
Macromol. Biosci. 7 (2007) 599.

[13] A.M. Otto, M. Brischwein, E. Motrescu and B. Wolf, Analysis of drug action on tumor cell metabolism
using electronic sensor chips, Arch. Pharm. 337 (2004) 682.

[14] M. Gamella, S. Campuzano, C. Parrado, A.J. Reviejo and J.M. Pingarron, Microorganisms recognition and

quantification by lectin adsorptive affinity impedance, Talanta 78 (2009) 1303.

[15] X. Jiang, L. Tan, B. Zhang, Y. Zhang, H. Tang, Q. Xie and S. Yao, Detection of adherent cells using
electrochemical impedance spectroscopy based on molecular recognition of integrin p1, Sens. Actuators B:
Chem. 149 (2010) 87.

[16] M. Ates, Review study of electrochemical impedance spectroscopy and equivalent electrical circuits of

conducting polymers on carbon surfaces, Prog. Org. Coat. 71 (2011) 1.

[17] S. Noinville, M. Revault (Eds.), Conformations of Proteins Adsorbed at Liquid—Solid Interfaces, Principles
and Practice. Proteins at Solid-Liquid Interfaces, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg, 2006.

[18] W. Li, R.Yuan, Y. Chai, H. Zhong and Y. Wang, Study of the biosensor based on platinum nanoparticles
supported on carbon nanotubes and sugar—lectin biospecific interactions for the determination of glucose,
Electrochim. Acta 56 (2011) 4203.

[19] M. Jie, C.Y. Ming, D. Jing, L.S. Cheng, L. Huai, F. Jun and C.Y. Xiang, An electrochemical impedance
immunoanalytical method for detecting immunological interaction of human mammary tumor associated

glycoprotein and its monoclonal antibody, Electrochem. Commun. 1 (1999) 425.

[20] F.B. Diniz and R.R. Ueta, Platinum oxidation and its effect on concanavalin A adsorption, Electrochim.
Acta 49 (2004) 4281.

[21] Y. Houa, S. Helali, A. Zhang, N. Jaffrezic-Renault, C. Martlet, J. Minic, T. Gorojankina, M.A. Persuy, E.
Pajot-Augy, R. Salesse, F. Bessueille, J. Samitier, A. Errachid, V. Akimov, L. Reggiani, C. Penneta and E.
Alfinito, Immobilization of rhodopsin on a self-assembled multilayer and its specific detection by

electrochemical impedance spectroscopy, Biosens. Bioelectron. 21 (2006) 1393.

102



[22] F. Patolsky, M. Zayats, B. Katz and I. Willner, Precipitation of an insoluble product on enzyme monolayer
electrodes for biosensor applications: characterization by Faradaic impedance spectroscopy, cyclic voltammetry,

and microgravimetric quartz crystal microbalance analyses, Anal. Chem. 71 (1999) 3171.

[23] H. Hillebrandt, G. Wiegand, M. Tanaka and E. Sackmann, High electric resistance polymer/lipid composite
films on indium-tin-oxide electrodes, Langmuir 15 (1999) 8451.

[24] R. Wittsuwannakul, D. Wittsuwannakul, and C. Sakulborirug, A lectin from the bark of the rubber tree
(Hevea brasiliensis), Phytochem. 47 (1998)183.

[25] E.H.E. Konozy, E.S. Bernardes, C. Rosa, V. Faca, L.J. Greene and R.J. Ward, Isolation, purification, and
physicochemical characterizatios of a D-galactose-binding lectin from seeds of Erythrina speciosa, Arch.
Biochem. Biophys. 410 (2003) 222.

[26] F.Y. Oliva, O.R. Camara and L.B. Avalle, Adsorption of human serum albumin on electrochemical
titaniumdioxide electrodes: Protein—oxide surface interaction effects studied by electrochemical techniques, J.
Electroanal. Chem. 633 (2009) 19.

[27] W. Norde, A. Baszkin and W. Norde (Eds.), Proteins at Solid Surfaces.Physical Chemistry of biological
Interfaces, Marcel Dekker, New York, 2000.

[28] L. Xu, Y. Zhu, L. Tang, X. Yang, and C . Li, Biosensor based on self-assembling glucose oxidase and
dendrimer-encapsulated Pt nanoparticles on carbon nanotubes for glucose detection. Electroanal (2007) 19:717
22.

[29] L. Xu, Y. Zhu, L. Tang, X. Yang, and C . Li, Dendrimer-encapsulated Pt nanoparticles/polyaniline
nanofibers for glucose detection. J Appl Polym Sci (2008) 109:1802.7.

[30] N.Q. Khang, G. Jean-Luc and J. Hoebeke, A blood group A specific lectin from the seeds of Crotalaria
striata, Biochim. Biophys. Acta 1033(1990) 210.

[31] H. Mo, H.C. Winter and 1J. Goldstein, Purification and characterization of a Neu5Aca2-6Galbl-
4Glc/GlcNac-specific lectin from the fruiting body of the polypore mushroom Polyporus saquamosus, J. Biol.
Chem. 275 (2000) 10623.

[32] M. Sarkar, G.C. Majumder and T. Chatterjee, Goat sperm membrane: lectin-binding sites of sperm surface
and lectin affinity chromatography of the mature sperm membrane antigens, Biochim. Biophys. Acta 1070
(1991) 198.

103



Figures
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Fig. 1. Nyquist diagram for a clean platinum disk electrode in KsFe(CN)e/K4Fe(CN)s (1 mM each) in 0.15 M
NaCl: electrode clean (+), after exposure to solution citrate phosphate buffer during 10 min (o) and after

exposure BmoRoL 0.05 mg/mL for 10 min (e). Solid lines in the figure represent the fitted lines.
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Fig. 2. Equivalent circuit applied to fit impedance measurements in the presence of redox pair of

K4[Fe(CN)gs)/K3[Fe(CN)s]. Rs, the ohmic resistance of the electrolyte solution; CPE1 associated with the double

layer capacitance; CPE2, the Warburg impedance; R1, the electrode/solution resistance.
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electrode: before (o) and after adsorption of the lectin BmoRoL (m).
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exposure to solution galactose ( o) and glucose (). (A) before and (B) after imobilization of BmoRoL ().
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Table 1. allows the same comparison for after sugars electrode surfaces

R2 (Q) Q(F) n
Pt, clean 320.4 1.46 0.82846
Pt-Glucose 348.3 1.30 0.88863
Pt-Galactose 322.5 1.59 0.8631
Pt-BmoRL 912.2 1.40 0.86897
Pt-BmoRoL-Glucose 810.5 1.06 0.90802
Pt-BmoRoL-Galactose 1174 1.12 0.89022
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Table 2 relative charge transfer variation from glycoprotein impedance dados

AR(%) AR(%) AR(%)
Glycoprotein Pt-glycoprotein  Pt-BmoRoL Pt-BmoRoL-
glycoprotein
Peroxidase 67.3 57.4 32.8
Fetuin 44.5 94.2 47.4
Ovalbumin 40.2 94.9 55.1
Asialofetuin 566.9 108.2 130.6
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Abstract

Immobilization of the lectin BmoRoL on a graphite electrode has been investigated by electrochemical
impedance spectroscopy (EIS) and atomic force microscopy (AFM). AFM was used to characterize the surface
of the electrode before and after BmoRoL adsorption. The system was used to probe serum samples for
Leishmaniasis. EIS showed a clear increase in the electron transfer resistance when the sensor was exposed to
contaminated sera when compared to uncontaminated sera. The results were analyzed using an equivalent circuit
model and the values for charge transfer resistance and capacitance were obtained. Changes in the sensor
resistance were used to distinguish its response to the different sera. Hence, the lectin immobilization on the
electrode surface, combined with EIS, was shown to be a valuable tool for developing a biosensor to diagnose
Leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis; lectin BmoRoL; electrochemical impedance spectroscopy; atomic force microscopy
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1. Introduction

American Cutaneous Leishmaniasis (ATL) is an infectious disease caused by protozoa of the Leishmania
genus, belonging to Trypanosomatidae family, which affects the skin and mucous membranes. Transmission
takes place through the bite of mosquitoes belonging to the Phlebotominae subfamily, the actual species
depending on the geographical location [1].

Leishmaniases caused by dermotropic species are endemic in 82 countries, with an incidence of
approximately 1.5 million cases per year. The ATL also known as mucocutaneous leishmaniasis, Bauru ulcer,
etc.., is widely distributed in the Americas, extending from the southern United States to northern Argentina.
About 90% of cutaneous leishmaniasis cases are concentrated in Brazil and six other developing countries [2].
Hence, it constitutes a dermatologic disorder that deserves greater attention because of its severity and the risk of
deformities that can produce in man [3]. The disease has received increasing attention due to expanding
international travel and population overgrowth in several endemic areas.

The diagnosis of ATL covers epidemiological, clinical and laboratory aspects (parasitological and
immunological diagnosis). A combination of some of these elements is often necessary to reach the final
diagnosis [4]. All the currently available tests, however, show severe limitations [5]. Culture tests tend to be
unreliable, and to take up to 3 weeks. Molecular techniques (such as PCR and genome detection) are still
expensive and not widely available, while serological tests (ELISA, IFA, and others) are very limited in scope.
Histology tests, such as punch biopsy or aspirate test, are the most common, but involve invasive procedures and
time-consuming specimen preparation. The Montenegro skin test is also very common, but does not detect acute
infection and may give false positives [5]. Hence, new techniques that are reliable, fast and easy to use must be
developed in order to speed up diagnosis and facilitate fighting the disease.

Biosensors are small devices used to transduce biological signals; they have been used in several
applications, such as diagnostic tools, biological interaction monitoring, etc.. Lectins have been extensively
exploited as a basis for biosensor design. Lectins serve as key carbohydrate recognition molecules, which bind
reversibly to specific sugars [6]. Moreover, lectins play key roles in a variety of important biological processes
such as cell-surface recognition, cell-cell communications, cancer and host-pathogen infection, etc [7, 8]. A
detailed analysis of protein—carbohydrate interaction is necessary to provide important information regarding
biological function and for the development of disease diagnostic tools [9]. The specificity of lectins to

carbohydrate moieties should enable the development of specific sensors for sugars.
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Electrochemical biosensors have been widely used for monitoring biomolecular interactions since it offers
a certain advantages of cost-effectiveness and portability (possible point-of-care) [10]. These monitoring
biomolecular reactions are mainly based on the detection of current or potential changes resulting from
interactions occurring at the transducer/ biomolecule interface [11]. The biosensors are designed by coupling the
biorecognition elements (e.g., antibodies, DNA, receptors) to solid electrode surfaces (e.g., Pt, Au, Ag, graphite
or carbon-based conductors) or electrode arrays, which respond to applied electrical impulses such as potential
or current [12-13].

Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) is often used to probe biomolecular interactions [14].
Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) is an efficient and rapid electrochemical technique suitable for
characterization of biocatalytic transformations on electrode surfaces, and especially for the label-free
transduction of biosensing events on electrodes [15]. The successful coupling of electrochemistry with naturally
existing sophisticated biomolecules promises to generate novel, real time molecular recognition technologies that
are sensitive and selective.

Atomic force microscopy (AFM) can be used to facilitate the study of lectin—carbohydrate interaction,
because it has been developed as a powerful technique for studying the structural details of biological systems
with high spatial resolution and also been is used alongside biosensors for probing various substances [9, 16]. In
This work, technique of EIS and AFM were used to investigate the immobilization of BmoRoL on electrodes of
graphite, the experimental approaches for evaluation of a biosensor response for serum glycoproteins from

patients infected by Leishmania using electrochemical techniques.

2. Experimental

2.1. Materials and Reagents

The lectin from Bauhinia monandra secondary roots (BmoRoL) was obtained from the Laboratory of

Glycoproteins (UFPE) [17]. Bovine serum albumin (BSA, 99%) was purchased from Sigma chemical (St. Louis,

MO, USA). Potassium ferricyanide (KsFe(CN)g), Potassium ferrocyanide (K, Fe(CN)g), sulfuric acid (H,SO,4)

and sodium chloride (NaCl) were purchased from VETEC (Brazil). Chemical reagents were all of analytical

grade and water used in the preparation of all solutions was obtained from Milli-Q plus (Billerica, USA).
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Samples sera from three patients each, infected by Cutaneous leishmania, and negative for sera were obtained

from Laborat6rio Aggeu Magalhaes PE.

2.2. Apparatus

The electrochemical measurements were performed on an EG&G PAR 263A potentiostat interfaced with a
PerkinElmer 5210 (USA) lock in analyzer controlled by a computer. A two-compartment electrochemical cell
with Luggin capillary containing three electrodes was used. An Ag/AgCl electrode, a gold wire, and a graphite
electrode were used as reference, auxiliary and working eelctrodes, respectively. The graphite electrode (3 mm

diameter) was acquired from Bio Analytical Systems (West Lafayette, IN, USA).

2.3. Lectin BmoRoL immobilization

Prior to use, the graphite electrode surface was manually polished with alumina slurries (0.3 um) for 3min
and washed ultrasonically in Milli-Q water for 7 min. Subsequently, the electrode was placed in concentrated
H,SO, for 5 min and washed extensively with Milli-Q water. Then, graphite electrode surface was incubated
with an aliquot (500 pL) of BmoRoL (0.5 mg mL™) in citrate phosphate buffer (0.01M in 0.15M NaCl, pH 6.5)
prepared according to a reported procedure [17] for 10 min. Subsequently, the electrode was exhaustively rinsed
with Mili-Q water to remove unbound lectin. The electrode was then rinsed with water and placed in the

electrochemical cell for EIS measurement.

2.3. Serum—lectin immobilization

The BmoRoL modified electrode surface was blocked with an aliquot (500 pL) of 0,05% BSA solution for
10 min to avoid non-specific binding. Subsequently, the electrode was exhaustively rinsed with Mili-Q water to
remove unbound BSA and exposed to serum from patients contaminated by Cutaneous leishmaniasis and non-
contaminated sera, diluted in 10 mM pH 7.4 PBS solution (1:100 dilution) for 10 min at room temperature 26

°Q).
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2.4. Electrochemical Measurements

The measurements were performed in the presence of a 10.0 mL of a solution of 0.01 M
Ks[Fe(CN)gl/K4[Fe(CN)g] (1:1) in 0.15 M NaCl, used as a redox marker.

The impedance measurements were recorded between 20 kHz and 100 mHz, at sinusoidal voltage
perturbation of 5 mV amplitude. The experiments were carried out under open circuit potential conditions. The
measurements of cyclic voltammetry were performed in a potential between —0.2 and +0.6 V versus Ag/AgCI

electrode at 50 mV s %,

2.2. AFM measurements

Atomic force microscopy (AFM) topographic images were performed under ambient conditions using a
commercial 5500 scanning probe microscope (Agilent Technologies, USA) in AC mode. Cantilevers with a
golden silicon probe (NSG10, NT-MDT, FO = 140 KHz, Force constant = 3.1 N/m) were used for the noncontact
mode AFM in air at room temperature (approximately 25° C). Scan areas varying from 0.1 um x 0.1 um, the
scan speed for imaging was about 1-2 lines/s with a resolution of 512 x 512 data points were obtained. The AFM

Picoview software was used to analyze the recorded scans.

3. Results and discussion

3.1. AFM characterization

AFM has produced valuable images that add to our understanding of the structure and functions of the
system and biomolecules. In contrast to data obtained from electron microscopy, the three-dimensional analysis
with AFM permits a spatial insight on the geometry of surface-adsorbed molecules [18]. In a report [19], the
structure of Mannan-binding lectin was visualized on a spermine-coated mica surface with a near-atomic level
resolution.

In the Fig. 1B were observed clusters of BmoRoL wich are clearly seen on the surface and are isolated from

each other. Cross-section of analysis revealed that the average height of BmoRoL was about 2 nm, wich is
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consistent with the typical size lectin BmoLL [20], purified and characterized from leaves of species leguminous

plant (B. monandra).

{Insert figure 1}

3.2 Characterization BmoRoL immobilized on the graphite electrode and recognition of glycoproteins by EIS

The resulting BmoRoL-modified graphite electrode was obtained and further used as the sensing basis for
electrochemical impedance and binding of serum glycoproteins with BmRoL. All Nyquist plots presented here
are in good agreement with the literature [20], in which the charge transfer is diffusion-limited by the transported
of ferri-/ferrocyanide species to the electrode surface. Data in the low frequency side form a straight line with a
45° slope.

The bare graphite electrode showed the process of electron transfer of ~ 15 Q and a diffusion-limiting step.
Formation of a layer of adsorbed lectin caused an increase in the electron transfer resistance to 2985Q; this
variation corresponds to a blocking of more than 200 times (Fig. 2). This increase is quite significant since the
electrode surface was not chemically modified. Other works have approached this by modifying the electrode
surface in order to achieve a better impedimetric response [10, 20, 21]. The result for the graphite electrode
immobilized with BmoRoL was subsequently used as a basis for the electrochemical detection of glycoproteins
in contaminated sera with Leishmania by EIS. It was shown that the formation of the layer of adsorbed lectin
caused an in the electron transfer resistance. This response was even greater when there was exposure to BSA
and the sera (Fig. 2). Hence, there was a further increase in the electrode surface blocking. The magnitude of this

resistance increase may be related to the lectin-serum interaction.

{Insert Figure 2}

It can be seen that the semicircle diameter is greater when the system interacts with glycoproteis of the sera
contaminated with Leishmania in comparison with the uncontaminated sera. For these results, the interface
charge transfer resistance increases with the addition of contaminated sera, as indicated by the R1 value of 10907
Q. On the other hand, a lower value (8194 Q) was observed for uncontaminated sera. The solid lines in Fig. 2

represent the model fit of the experimental data utilizing an equivalent circuit.
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Table 1 lists the equivalent circuit parameters used for tracing the curves for each system with BmoRoL

interation between and contaminated sera and uncontaminated sera.

{Insert Table 1};

A Randles modified equivalent circuit, Fig. 3, was found to provide an adequate adjustment to the data,
hence yielding more detailed information about the impedimetric behavior of the systems featuring the lectin.
The fitted curves indicate the excellent agreement between the circuit model and the experimental results.

The Randles modified equivalent circuit (Fig. 3) was then used to determine each experiment’s parameter:
the electrolyte resistance (Rs), the Warburg impedance resulting from ion diffusion (CPE2), electron transfer
resistance (R1), and the constant phase element (CPEL1) related to the electrode roughness (instead of the double
layer capacitance). The values of Q and n (the reactance and the dispersion of the constant phase element) were

extracted from CPE1.

{Insert Figure 3}

The results revealed a blockage of the graphite electrode surface in differentiating the samples tested for
sera sera contaminated and uncontaminated. Table 2 shows the equivalent circuit parameters of the fitting curves

of the interaction between BmoRoL and glycoproteins present in sera infected by Leishmania.

{Insert Table 2}

Another way to analyze these data is comparing the three variables (R2, Q, and n). In this respect, a 3-D
graph was assembled as shown in Fig. 4. The results are arranged in a way that allows grouping the sera within
the graph. The NCS groups (samples A and B) are located in the region of low R2 and Q, and high n,
corresponding to a lesser blockage effect on the electrode surface with low capacity dispersion. The SC results,
on the other hand, are distributed in different regions. One group (sample E) near the US group but with different
Q values. Another group (samples C and D) is in an intermediate region, with similar n values but distinct R2
and Q, and the last group (sample F) is in the bottom region of the graph, with higher R2 and Q and lower n.

These features indicate greater blockage effects and less capacitive dispersion on the electrode surface. This
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heterogeneous distribution may be associated to four different types of serum tested in this work, in which the
underlined groups belong to two different patients and the three points that are not underlined belong to other

two patients whose data do not correlate well in the graph.

{Insert Figure 4}

These results indicate that EIS is suitable to follow the changes in the electron transfer resistance resulting
from immobilizing BmoRoL on the graphite electrode surface without chemical modifications. The
impedimetric response for both Leishmania contaminated and non contaminated sera might be used in future

research as a biosensor for tests that are faster and simpler than the ones currently available.

4. Conclusions

In the present work, we have introduced a novel approach for the fabrication of a biosensor based on the
modification of an electrode surface with BmoRoL. Electrochemical impedance technique was used to
investigate the interaction between BmoRoL and sera from patients contaminated by Leishmania. The
electrochemical response of a redox probe system (K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6]) was effective as a signal for the
presence of agglutination reactions on the electrode. Variations in relative charge transfer resistance and a
graphical analysis of the impedance data, through RCT, Q and n, allowed separation of the contaminated sera
and non-contaminated sera. This kind of electrode and data analysis have a potential application as a biosensor
for the recognition of different patterns of glycoproteins in blood serum for Leishmaniasis disease that currently

has no analysis fast so that the sooner treatment begins.
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Fig.1. AFM topographic image of the graphite electrode surface modified with BmoRoL, with Corss-section

along the lines.
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Fig. 2. Nyquist plots for the stepwise modification process: bare graphite electrode (+), BmoRoL (e), BmoRoL-
BSA (o), BmoRoL-BSA-US (m), BmoRoL-BSA-CS (A). Solid lines represent fitted data represent

experimental data. Supporting electrolyte 10 mM K,[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)g] 1:1 containing 0.15 M NaCl in PBS

solution.

125



Rs CPE1

Fig. 3. Equivalent circuit applied to fit the impedance measurements in the presence of redox pair of
K4[Fe(CN)gl/Ks[Fe(CN)g]. Rs, the ohmic resistance of the electrolyte solution; CPE1 associated with the double

layer capacitance; CPE2, the Warburg impedance; R1, the electrode/solution resistance.
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Table 1. Values of the equivalent circuit elements from fitted impedance result.

R2 () Q(F) n
Graphite clean 15.49 8.22E-07 1.066
Graphite-BmoRoL 2958 2.56E-06 0.90771
Graphite-BmoRoL-BSA 5314 2.30E-06 0.91197
Graphite-BmoRoL-BSA-Uncont. sera 8194 2.17E-06 0.91055
Graphite-BmoRoL-BSA-Cont. sera 10907 2.69E-06 0.88825
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Table 2. Values of the equivalent circuit elements from fitted impedance results.

sample R2 () Q(F) n

BmoRoL/Uncontaminated sera A 8194 2.17E-06 0.91055
7300 2.00E-06 0.90218

B 6979 1.93E-06 0.90619

3866 2.47E-06 0.90325

5861 2.34E-06 0.90718

BmoRoL/ Contaminated sera C 17304 1.90E-06 0.90211
D 10907 2.69E-06 0.88825

9333 1.89E-06 0.89216

E 5983 2,94E-06 0.90023

9116 2,24E-06 0.90278

8916 2,24E-06 0.90816

F 9170 3,32E-06 0.86156

7096 2,98E-06 0.86497

6723 3,06E-06 0.86622
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CONCLUSOES

As raizes de B. monandra conttm BmoRoL, a qual foi purificada por
cromatografia de afinidade em gel de guar em quantidades de miligramas e
com elevada atividade hemaglutinante especifica.

Ensaios de hemaglutinagdo com eritrocitos de coelho revelaram que o tampéo
citrato fosfato 0,01 M, pH 6,5, contendo NaCl 0,15 M (tampé&o selecionado) foi
eficiente para extragdo da lectina BmoRoL.

BmoRoL n&o teve sua atividade hemaglutinante aumentada em presenca de
fons Ca™ e Mg™".

O aquecimento demonstrou que BmoRoL é uma lectina que perde atividade a
70 °C.

BmoRoL em PAGE para proteinas nativas revelou sua natureza basica; SDS-
PAGE mostrou a lectina purificada, apresentando massa molecular aparente
de 26 kDa; coloracdo com reagente de Schiff revelou a natureza glicoprotéica
de BmoRoL.

BmoRoL possui atividade antifungica, com inibicdo de mais de 30% no
crescimento de Fusarium solani.

BmoRoL foi capaz de induzir a morte de cupins, operarios e soldados, da
espécie N. Corniger; foi ativa sobre as duas castas, sendo mais eficiente
sobre os operarios.

As técnicas de voltametria ciclica e impedancia eletroquimica demonstraram
que BmoRoL adsorve em superficies de eletrodos de platina ou grafite,
aumentado a resisténcia impedimétrica apds sua adsorgao.

A técnicas de AFM mostrou que BmoRoL apresentou 2 nm de altura.

A caracterizacdo por IES mostrou respostas impedimétrica diferentes para
glicoproteinas comerciais, bem com, para interagdo com soro de pacientes
contaminados e ndo contaminados com Leishimania.

A caracterizagdo por AFM mostrou que BmoRoL apresenta uma altura de 2

nm.
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