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RESUMO 

 

A espécie vegetal Bauhinia monandra Kurz., pertencente à família das 

Fabaceae e amplamente distribuída no território brasileiro é conhecida 

popularmente como “pata de vaca” e utilizada principalmente na medicina pelo 

uso no tratamento de inflamação e diabetes. Bactérias endofíticas podem 

promover inúmeras vantagens a suas plantas hospedeiras, como indução do 

crescimento e defesa contra agentes patogênicos. Lectinas são proteínas 

reconhecedoras e ligantes de carboidratos e promovem diversas atividades 

biológicas. Em alguns estudos já foi demonstrada a capacidade de lectinas 

aglutinar células bacterianas endofíticas sem promover atividade 

antimicrobiana. Processos de caracterização de lectinas são fundamentais para 

definição de sua estrutura e função, sendo empregados métodos 

convencionais e diferenciados para este processo, como a técnica 

eletroquímica de voltametria cíclica. O objetivo do presente estudo foi avaliar a 

interação entre bactérias endofíticas e a lectina galactose específica BmoLL 

isoladas de folhas de B. monandra com técnicas de aglutinação e eletroquímica 

como estratégia de caracterização da lectina. Nos ensaios de aglutinação 

BmoLL  foi testada para três estírpes bacterianas Bacillus sp., Burkholderia sp. 

e Enterobacter sp., onde a lectina promoveu  maior atividade aglutinante em 

células de Enterobacter sp. em títulos de 1.024-¹. E em ensaios de inibição por 

galactose, ainda manteve atividade aglutinante para Enterobacter sp. em títulos 

de 8-¹. Nos ensaios eletroquímicos com Voltametria Cíclica, as diminuições das 

correntes de pico catódica e anódica de  BmoLL imobilizada em eletrodo de 

ouro na presenção de carboidratos redutores glicose e galactose, foi possível 

perceber a interação eletroquímica específica da lectina por galactose. Nos 

ensaios com as bactérias endofíticas, BmoLL imobilizada em eletrodo de ouro 

promoveu interação com as três estípes endofíticas testadas, sendo detectado 

uma diminuição dos processos de oxidação e redução na interface 

eletrodo/solução a medida que aumentava a concentração de bactérias. Diante 

dos resultados foi possível perceber a possibilidade de caracterização 

eletroquímica da lectina BmoLL na interação com bactérias endofíticas de 

folhas de B. monandra.  

Palavras-chave: Bactérias endofíticas; Caracterização de lectinas; Eletroquímica.  



 

ABSTRACT 
 

The plant species Bauhinia monandra Kurz., belonging to the Fabaceae family 

and widely distributed in the Brazilian territory, is popularly known as “pata de 

vaca” and is used mainly in medicine for its use in the treatment of inflammation 

and diabetes. Endophytic bacteria can provide numerous advantages to their 

host plants, such as growth induction and defense against pathogens. Lectins 

are carbohydrate-recognizing and carbohydrate-binding proteins and promote 

numerous biological activities. In some studies, the ability of lectins to 

agglutinate endophytic bacterial cells without promoting antimicrobial activity 

has been demonstrated. Lectin characterization processes are fundamental for 

defining their structure and function, using conventional and differentiated 

methods for this process, such as the electrochemical technique of Cyclic 

Voltammetry. The aim of the present study was to evaluate the interaction 

between endophytic bacteria and the specific galactose lectin BmoLL isolated 

from B. monandra leaves using agglutination and electrochemical techniques as 

a lectin characterization strategy. In the agglutination assays BmoLL was tested 

for three bacterial strains Bacillus sp., Burkholderia sp. and Enterobacter sp., 

where the lectin promoted greater binding activity in Enterobacter sp. in bonds 

of 1,024¹. And in galactose inhibition assays, it still maintained agglutinating 

activity for Enterobacter sp. in 8¹ titles. In electrochemical assays with Cyclic 

Voltammetry, the decreases in the peak cathodic and anodic currents of BmoLL 

immobilized on a gold electrode in the presence of reducing carbohydrates 

Glucose and Galactose, it was possible to perceive the specific electrochemical 

interaction of lectin by galactose. In assays with endophytic bacteria, BmoLL 

immobilized on a Gold electrode promoted interaction with the three endophytic 

strains tested, detecting a decrease in oxidation processes and a reduction in 

the electrode/solution interface as the concentration of bacteria increased. 

Based on the results, it was possible to perceive the possibility of 

electrochemical characterization of the BmoLL lectin in its interaction with 

endophytic bacteria from leaves of Bauhinia monandra. 

 
Keywords: Endophytics bacteria; Characterization of lectins; Electrochemistry. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

 Micro-organismos endofíticos frequentemente estão relacionados com a 

sanidade de suas plantas hospedeiras, principalmente pela produção ou até mesmo 

inibição da síntese de metabólitos secundários, podendo conferir inúmeras 

vantagens, tais como: proteção contra herbivoria, micro-organismos fitopatogênicos 

ao produzir compostos antimicrobianos, aumento da resistência a condições de 

estresse e alteração em propriedades fisiológicas (STROBEL, 2001; BANDARA et 

al., 2006; AZEVEDO; ARAÚJO, 2007). 

Bactérias endofíticas muitas vezes estão relacionadas com processos de 

defesa contra agentes patogênicos  e indução do crescimento vegetal, sendo ações 

promovidas por mecanismos bíoquímicos e fisiológicos no interior de seu vegetal 

hospedeiro (GARCIA, et al., 2015). Muitas dessas estratégias são executadas de 

forma direta, porém há outras possíbilidades indiretas de atuação, como em 

processor de indução ao crescimentto, bem como na defesa contra agentes 

patogênicos por resistência induzida (HARDOIM et al., 2015). 

Podemos definir lectinas como proteínas reconhecedoras e ligantes de 

carboidratos, sendo uma das biomoléculas naturais mais pesquisadas, fator 

decorrente de sua capacidade de realizar interação reversível e específica com 

mono, oligo e/ou polissacarídeos com grande afinidade (LIS; SHARON, 1998; 

COELHO et al., 2017).  

Entretanto, além de se ligarem a carboidratos, em plantas lectinas podem 

também interagir com moléculas reguladoras de vias bioquímicas importantes 

(SANTOS, et al., 2011). Atividades biológicas tais como: antimicrobiana, inseticida e 

crescimento vegetal são bastante descritas na literatura, podendo estas serem 

fatores importantes na adaptação evolutiva vegetal existente (PEUMANS; VAN 

DAMME, 1998). 

Conhecida por vários nomes populares, tais como “pata de vaca”, “mão de 

vaca”, a espécie vegetal Bauhinia monandra (Fabaceae) possui grande valor 

comercial por ser utilizada para fins forrageiro, ornamental e principalmente 

medicinal, sendo este último pelos estudos quanto a atividade antidiabética e 

antioxidante de seus extratos (MARTINS et al., 1995; FERNANDES et al., 2012). 

De um modo geral é perceptível o aspecto saudável de folhas de B. 

monandra. e acredita-se que este fator esteja correlacionado a uma possível 
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interação entre lectinas presentes na folha com microorganismos de sua microbiota 

endofítica. (RAMOS, et al., 2016). Diante disso, tem se sugerido um mecanismo de 

ação quanto à produção de metabólitos com atividade antimicrobiana ou competição 

por nutrientes entre microorganismos endofíticos e eventuais patógenos 

colonizadores (BACILIO-JIMÉNEZ et al., 2001).  

Vários estudos demonstram a capacidade de lectinas em aglutinar bactérias e 

outros microorganismos fitopatogênicos, tais como os fungos (RATANAPO, et al. 

2001). Todavia, em muitos casos é importante observar a interação entre os 

endofíticos e a planta hospedeira, pela qual pode promover aos micro-organismos 

produzirem metabólitos iguais ou semelhantes (AZEVEDO, 2014). 

No estudo de Gao et al. (2003) demonstrou-se que plantas superiores 

possuem a capacidade na produção de compostos que estimulam ou inibem 

especificamente a resposta em bactérias e outros microorganismos. Porém este 

aspecto não é caracterizado em todos os micro-organismos presentes na planta 

hospedeira.  

Vários estudos demonstram a capacidade de lectinas em conseguirem 

aglutinar bactérias e fungos fitopatogênicos (RATANAPO, et al. 2001) e 

actinobactérias. Entretanto em muitos casos o processo de aglutinação, bem como 

função biocida ou biostática frequentemente não se manifestam em algumas 

espécies de microorganismos não patogênicos. 

Torna-se importante observar que a atividade de aglutinação permite 

especular uma possível relação entre BmoLL e endofíticos das folhas de Bauhinia 

monandra (RAMOS, et al. 2016). E várias lectinas de plantas têm interagido de 

alguma forma com diferentes patógenos (MACEDO et al., 2007; SOUZA et al., 

2011).   

No processo de caracterização de lectinas, a avaliação in vitro da atividade 

hemaglutinante de eritrócitos glutarizados de coelhos e/ou humanos é amplamente 

utilizada (GUZMÁN-PARTIDA, et al., 2004; SILVA, et al., 2012). Sendo uma 

metodologia adicional para as análises eletroforéticas e de focalização que também 

fazem parte do processo de caracterização de proteínas (SHARON; LIS, 2002).  

A caracterização eletroquímica de proteínas possui vantagens no ponto de 

vista do uso de pouca quantidade de amostra protéica e pelo fato de podermos obter 

resultados de interação específica entre a proteína (bioreceptor) e seu analito 

(ligante alvo) com a utilização de diversas técnicas, sendo as voltamétricas a 
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exemplo da Voltametria Cíclica e impedimétricas como a Espectroscopia de 

Impedância Eletroquímica, usadas com mais frequência (ANDRADE, et al., 2009; 

OLIVEIRA, et al., 2011b).  

Com o aumento de elaboração de biossensores no campo da pesquisa 

cientifica, muitos estudos demonstraram a capacidade de lectinas serem 

imobilizadas em eletrodos de diferentes materiais e por diversos meios, como a 

utilização de camadas intermediárias de diversas composições, tais como polímeros 

condutores e estruturas metalorgânicas (SOUZA, et al., 2001; EDLA, et al., 2008; 

OLIVEIRA, et al., 2011a).  

Entretanto a possibilidade de adsorção direta de proteínas em superfície de 

eletrodos por modificações químicas vem sendo bastante relatadas. Em alguns 

casos, tratamentos químicos ou até mesmo eletroquímicos, tais como processos de 

oxidação química inicial pode promover a ligação de proteínas biorreceptoras em 

eletrodos de diferentes composições sem a necessidade de camadas intermediárias 

(DINIZ, et al., 2003; DINIZ; UETA, 2004). 

Técnicas eletroquímicas como a Voltametria Cíclica (CV) e Espectroscopia de 

Impedância Eletroquímica (EIE) são amplamente usadas na elaboração de 

biossensores para diagnósticos de doenças, monitoramento ambiental, bem como 

diversos outros fins (DAMOS, et al., 2004; SOUZA, 2012).  Alguns estudos 

demonstraram a interação de lectinas em eletrodos de variadas composições 

através de técnicas eletroquímicas, tanto para a sua caracterização, quanto na forma 

de biorreceptores para o uso em biossensores (ANDRADE, et al., 2011; OLIVEIRA, 

et al., 2011). 

Pesquisas que demonstrem os possíveis mecanismos de interação entre a 

lectina de folhas de B. monandra (BmoLL) e microorganismos da microbiota 

endofítica são carentes na literatura científica, como também sobre a interação de 

lectinas de folhas com endofíticos foliares.  

E uma possível determinação desses processos, pode ser um ponto chave 

promissor para definição da dinâmica entre endófitos-lectina-hospedeiros, bem como 

irá favorecer no conhecimento dos possíveis mecanismos de síntese de novas 

substâncias de interesse biotecnológico, tais como para defesa agrícola contra 

micro-organismos fitopatogênicos e controle biológico.  

Além disso, existem muitos estudos que utilizam lectinas como biorreceptores 

adsorvidas em diferentes tipos de eletrodos como ferramenta de caracterização. 
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Pesquisas realizadas por Andrade et al. (2011) comprovou a interação da lectina 

BmoLL em eletrodo de ouro por adsorção direta e através da utilização de 

nanocompósito híbrido orgânico/inorgânico.  

Desse modo, estudos de caracterização eletroquímica envolvendo a interação 

de BmoLL com células bacterianas da microbióta endofítica das folhas de Bauhinia 

monandra ainda não foram realizadas. E diante da possibilidade de lectinas se 

ligarem especificamente a alguns endófitos bacterianos, pode ser uma feramenta 

promissora na caracterização dessas biomoléculas.  
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 GERAL 

 

Avaliar e caracterizar as interações biomoleculares entre a lectina galactose 

específica (BmoLL) e microorganismos da microbiota endofítica, isolados de folhas 

de Bauhinia monandra por técnicas eletroquímicas. 

 

1.1.2 ESPECÍFICOS 

 

 Purificar BmoLL de folhas de B. monandra através de protocolo 

previamente estabelecido; 

 

 Reativar as estirpes de bactérias oriundas da microbiota endofítica foliar de 

B. monandra previamente identificadas; 

 

 Avaliar a atividade aglutinante de BmoLL frente a estirpes de bactérias  

endofíticas, a fim de verificar a interação micro-organismos/lectina; 

 

 Funcionalizar eletrodo de ouro com a lectina BmoLL por oxidação química 

com ácido nítrico; 

 

 Caracterizar eletroquimicamente a adsorção da BmoLL no eletrodo através 

da interação com carboidratos redutores em concentrações diferentes; 

 

 Utilizar as técnicas eletroquímicas de voltametria cíclica para avaliar os 

processos de interação BmoLL/bactérias endofíticas; 

 

 Caracterizar a BmoLL através da avaliação eletroquímica da interação 

desta lectina com as estirpes endofíticas. 
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2  FUNDAMENTAÇÃO TEORICA  

 

2.1 ESPÉCIE VEGETAL BAUHINIA MONANDRA 
 
  Bauhinia monandra Kurz., consiste em uma éspecie vegetal amplamente 

distribuída no território brasileiro. O epíteto específico “monandra” é referente ao fato 

de suas folhas possuírem um único estame (SOUZA, 2012). Esta espécie faz parte 

de um gênero pertencente à família Fabaceae, e detém uma característica em 

comum, o que seria no formato de suas folhas que remetem a forma de “unha de 

vaca”, sendo o fator principal que promoveu a disseminação de diversos nomes 

populares em diferentes lugares do Brasil (MARTINS, et al., 1995). Dos mais 

variados nomes populares são: “pata de vaca”, “mão de vaca”, “unha de vaca”, 

dentre outros, que são utilizados para identificação e comercialização da espécie 

vegetal (BORGES; MENDONÇA, 2009).  

  No Nordeste, especificamente no estado de Pernambuco, além da B. 

monandra, podemos encontrar outras espécies do mesmo gênero, sendo 

consideradas nativas, a exemplo de B. chelantha Stend, B. forficata Link, B. 

Heterandra Benth, B. membranacea Benth (ALMEIDA, et al., 2006). 

   

Figura 1 – Espécie vegetal B. monandra Kurz. Aspecto das folhas e flores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: http://umaflorpordia.blogspot.com/2014/11/pata-de-vaca-monandra.html Acesso em:  

21/09/2021 às 13:40 hrs. 

 

  B. monandra, também possui uma característica interessante, que seria a sua 

http://umaflorpordia.blogspot.com/2014/11/pata-de-vaca-monandra.html
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alta floração com aspecto de muita beleza, o que favorece o uso desta espécie para 

fins ornamentais e capacidade do uso para fins forrageiros em alimentação de 

animais por possuir sementes ricas em vitamina A, sendo sementes oriundas das 

vagens que surgem após o processo de floração (FLORES, et al., 2017; SANTOS, et 

al., 2014). Muito embora, as aplicações no âmbito medicinal são bem mais 

exploradas na medicina popular, bem como na pesquisa científica (LORENZI; 

MATOS, 2002). 

  Dentre as atividades biológicas promovidas por esta espécie para saúde, está 

na utilização de suas folhas para o tratamento do diabetes pela capacidade dos 

princípios ativos da planta promover o controle dos índices glicêmicos (MENEZES, 

et al., 2007; SISENANDO, 2009). Além disso, as sementes de B. monandra possuí 

altos índices de ácidos graxos oléicos e linoleicos, sendo também muito importantes 

em processos de coagulação sanguínea, dor e inflamação (MOYNA; HEINZEN, 

2003). 

 

 

2.2 LECTÍNAS VEGETAIS 
 

  Podemos considerar lectinas como proteínas altamente versáteis pela sua 

atuação em sistemas biológicos, onde em muitos casos estão envolvidas na 

promoção de defesa contra patógenos de diferentes naturezas, bem como no 

processo de sinalização em possíveis danos causados em superfícies de células 

(LIU, et al., 2010; WU, et. al., 2009). Podem ser encontradas em diversos 

organismos vivos a exemplo de animais (FUJII, et al., 2011; LÓPEZ-VANCELL, 

2010), micro-organismos como bactérias e fungos (HAMSHOU, VAN DAMME & 

SMAGGHE, 2010; ZINGER-YOSOVICH, et al., 2011), como também há a 

possibilidade de sua obtenção em plantas, sendo em sua maioria (SALLES, et al., 

2011). 

  Lectinas vegetais são as mais comuns a serem estudadas, principalmente pela 

infinidade de estruturas e tecidos de plantas pelos quais pode se obter essas 

biomoléculas (LEWIS, et al., 2005). Podemos extrair lectinas de raízes primárias e 

secundárias (SOUZA, et al., 2011; YAN et al., 2010), caule, folhas (SALLES, et al., 

2011) e até mesmo sementes (WU, WANG & NG., 2011).  

  Lectinas de raízes tendem a promover inúmeras ações biológicas, 
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principalmente na defesa direta contra agentes patogênicos e até mesmos no 

combate de insetos e outros artrópodes com hábito de herbivoria (MACEDO et al., 

2007; SILVA, et al., 2019). Em lectinas de outras estruturas, a exemplo de tecidos 

foliares, tendem a promover atividades biológicas pela qual favoreça a manutenção 

bioquímica e fisiológica da planta levando em consideração que este ambiente é 

suscetível a ação de agentes biótico e abióticos (FREIRE, et al., 2002; 

VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, et al., 2011). 

  Os processos de interação proteína-carboidratos executados por estas 

biomoléculas são um dos pontos chaves para o sucesso em diversas atuações 

biológicas (KENNEDY, et al., 1995). Lectinas possuem no mínimo um domínio não 

catalítico que promove ligação a carboidratos de forma específica, seletiva e 

reversível (CAMACHO, 2007; PEUMANS; VAN DAMME, 1995). E muitos desses 

açúcares podem ser encontrados em superfícies de células eucarióticas e 

procarióticas. 

  Lectinas são classificadas por diversos critérios, sendo um dos principais a 

presença e quantidade de domínios com sítios de ligação para carboidrato 

específico e/ou até mesmo de um sítio catalítico (ISKRATSCH, 2009). O grau de 

especificidade para carboidratos e/ou glicoconjulgados é dependente da 

conformação dos sítios de ligação, o que é influenciado pela constituição 

aminoacídica destas regiões (NEUMANNA, et al., 2004; KHANG; JEAN-LUC; 

HOEBEKE, 1990). 

  Levando em conta o crítério citado acima, lectinas que possuem apenas um 

domínio capaz de reconhecer carboidratos são denominadas como Merolectínas, 

consideradas assim monovalentes e não são capazes de aglutinar células e/ou 

precipitar glicoconjulgados (LIU; BIAN; BAO, 2010; VAN PARIJS et al, 1991). 

Quando há a presença de dois domínios iguais ou similares a nível conformacional e 

estes são capazes de se ligarem a carboidratos, denominamos então de 

Hololectinas, sendo a maioria de lectínas pertencentes a esta classe (CAVADA et 

al.,2001).  Por possuírem esta característica, hololectinas podem ser divalentes ou 

multivalentes, o que permite a aglutinação de células, a exemplo de eritrócitos e 

capacidade de aglutinar glicoconjulgados (HAMID, et al., 2013). 

  Hololectinas que possuem divergência estrutural em seus domínios de ligação 

a carboidratos, denominamos de Superlectinas , pois esta diferença conformacional 

de domínios permite a ligação de diferentes carboidratos na mesma proteína (VAN 
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DAMME et al., 1996; VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, 2011). Quando o 

domínio de ligação específico para carboidratos estão em associação com outro 

domínio com capacidade de realizar atividade catalítica ou outra atividade biológica 

considerada distinta, denominamos então como Quimerolectinas A depender da 

quantidade de domínios de ligação a açúcares, estas lectinas podem se 

subclassificar também como mero ou hololectinas. 

 (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).  

  Vários estudos tem demonstrado o uso de lectinas em diversas aplicações, 

como na biologia molecular e farmacologia, utilizadas como estratégias eficazes na 

investigação de muitos mecanismos bioquímicos e fisiológicos (ZHANG, et al., 

2009). Lectinas podem ser utilizadas na detecção de células normais e 

transformadas, a exemplo de detecção de céluas tumorais (ZHANG; SUN; WANGA; 

NG, 2010) e infecção por patógenos e mecanismos de ação destes, como 

modificação da superfície célular e fatores de virulência de microorganismos 

diversos (LAKHTIN; LAKHTIN; ALYOSHKIN, 2011; RAMBARUTH; DWEK, 2011). 

  Diversas outras aplicações na biologia estão voltadas para atividade 

mitogênica (DRESCH, et al., 2012), indução da morte celular programada, apoptose 

(PENG, et al., 2009)  e na microbiologia, além da avliação de mecanismos de ação 

de microorganismos, há estudos focados para atividade antbacteriana, antifúngica e 

ativiral (CHARUNGCHITRAK, et al., 2011). 

  Em pesquisas envolvendo a sanidade vegetal, lectinas podem estar 

relacionadas a ação de defesa contra microorganismos patogênicos, tanto por ação 

direta, quanto pos processos de sinalização promovidos pelo contato com a 

superfície celular de microorganismos e até mesmos das plantas (RAMOS, et al., 

2016). A membrana e parede celular de fitopatógenos possui parte de sua 

constituição de alguns carboidratos potencialmente específicos para algumas 

lectinas, onde esta interação proteína-carboidrato permite uma ação contra o 

microorganismo por ser invasor a planta, podendo tambem sinalizar eventuais danos 

ao tecido vegetal gerando uma resposta de defesa induzida (VAN DAMME; 

LANNOO; PEUMANS, 2008). 
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2.2.1 Lectínas isoladas da espécie vegetal Bauhinia monandra e suas 

aplicações 

 

  Dentre as inúmeras estruturas e tecidos presentes na espécie vegetal B. 

monandra, as folhas e as raízes secundárias foram as que se obteve lectinas até o 

presente momento. A lectina extraída de folhas desta espécie vegetal chamada 

BmoLL, possuí domínios com sítios específicos para a galactose. Foi primeiramente 

isolada e caracterizada por Coelho e Silva, (2000), sendo purificada 

convencionalmente por cromatografia de afinidade em coluna de gel de goma guár e 

eluida com seu carboidrato específico (galactose). E análises eletroforéticas por 

SDS/PAGE, elucidaram a sua estrutura secundária composta por duas subunidades 

protéicas, sendo uma com 23 e outra com 33 kDa respectivamente.. 

   Em alguns estudos, BmoLL vem sendo utilizada para diversas aplicações 

biológicas pela sua alta capacidade em se ligar a resíduos de galactose com 

facilidade. Além disso, em estudos referente a estabilidade térmica, esta lectina 

possui atividade mantida até 50 °C, o que favorece a sua utilização em muitos 

estudos que requér uma temperatura um pouco elevada (COELHO; SILVA, 2000). 

  Pesquisas quanto a atividade antimicrobiana foram demonstrados quanto a 

atividade contra fungos e bactérias. BmoLL foi capaz de promover atividade 

antifúngica para patógenos do gênero Fusarium (F. solani, F. lateritium, F. 

fusarioides, F. moniliforme e F. Verticiloides), bem como capacidade de aglutinação 

e  inibição do crescimento de bactérias gram-poitivas e gram-negativas (SILVA, 

2008).. 

   A atividade antidiabética in vivo de BmoLL foi analisada em ratos diabéticos, 

onde concentrações equivalentes a (2 mg/Kg) promoveu ação hipoglicemiante no 

sangue de  ratos induzidos a diabetes mellitus tipo 2, promovendo redução dos 

níveis de glicose de forma mais eficaz comparada a fármacos comerciais 

(EVANGELISTA, 2018; OLIVEIRA, 2019) .  

  Estudos quanto à atividade inseticida também são relatados. Macedo et al., 

(2007) detectou a atividade inseticida de BmoLL contra artrópodes das espécies 

Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae) e Callosobruchus maculatus 
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(Coleoptera: Bruchidae), demonstrando assim a possibilidade de aplicação no 

controle biológico de pragas bem como em agentes vetore de doenças.  

   Processos de utilização de lectinas como estratégias de marcação de 

carboidratos e possívelmente células também vêm se tornando cada vez mais 

utilizados em pesquisas científicas, tais como para marcação de tecidos normais 

e/ou transformados e até mesmo células de diferentes patógenos, a exemplo de 

bactérias e fungos (CASTRO NETO, 2008).  Dentre as possíbilidades de aplicações 

de lectinas nesse sentido, está na transformação dessas proteínas em nanossondas 

biológicas ao bioconjulgá-las com Pontos quânticos (quantum dots), que são 

nanocristais semicondutores fluorescentes (CUNHA, et al. 2017).  

  A lectina BmoLL foi bioconjulgada com pontos quânticos de Telureto de 

Cádmio (CdTe), sendo estes testados em eritrócitos quanto a sua capacidade de 

marcação de células, demonstrando ser uma metodologia muito valiosa para 

estudos de marcação de células e tecidos normais e/ou transformados, bem como 

aplicações diversas na biofotônica (OLIVEIRA, et al., 2020). 

  A lectina obtida de raízes secundárias de B. monandra, descrita como 

BmoRoL, possui características similares a BmoLL, quanto ao processo de 

purificação e especificidade para o carboidrato Galactose. Entretanto possui 

algumas diferenças, como a capacidade de se ligar a resíduos de N- 

Acetilgalactosamina (SOUZA, 2012). Dentre as atividades biológicas importantes 

detectadas, a capacidade de BmoRoL na ação antifungica contra fitopatógenos da 

espécie Fuzarium solani,  termicida contra Nasutitermes corniger e ligação a 

carboidratos de membrana em formas de promastigotas de Leishmania sp. foram 

relatadas (SOUZA, 2012; SOUZA, et al., 2011). 

 

2.2.2 Principais métodos de caracterização de lectinas 

  Processos de caracterização de proteínas tem sua importância no 

conhecimento da estrutura e função de um peptídeo de interesse antes de sua 

aplicação para fins biológicos. Muitas das estratégias voltadas para avaliação da 

atividade biológica específica e estrutural são também amplamente aplicadas para a 

caracterização de lectinas, sendo o primeiro frequentemente utilizado a avaliação da 
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(HA) atividade hemaglutinante (NASCIMENTO, et al., 2017; SHARON; LIS, 2004). O 

ensaio de hemaglutinação pode ser facilmente realizado, aplicando a amostra em 

eritrócitos de mamíferos previamente tratados, sendo um método simples e rápido 

de detecção de lectinas em amostras (COSTA, et al., 2010; SILVA, et al., 2012). 

  As hemáceas assim como muitas células, possuem carboidratos em sua 

superfície e em muitos casos possuem resíduos de carboidratos específicos em 

maior quantidade, sendo possível assim definir a presença de lectina na amostra e 

dessa forma, considera-se um ensaio semiquantitativo (GUZMÁN-PARTIDA, et al., 

2004; HIRABAYASHI; KUNO; TATENO, 2011). Para avaliar o processo de 

hemaglutinação, a amostra lectínica é serialmente diluida em microplacas onde se 

analisa a concentração mínima pela qual é capaz de aglutinar uma concentração de 

eritrócitos tratados (COELHO; SILVA, 2000). 

  Para determinação de carboidrato(s) específico(s) de lectinas costuma-se 

realizar ensaios de inibição de atividade hemaglutinante, onde a diluição de amostra 

lectínica em solução tampão é aplicada concentrações determinadas de diferentes 

carboidratos e/ou glicoproteínas a fim de verificar uma possível inibição no processo 

de hemaglutinação de eritrócitos pré-tratados com glutaraldeido (CORREIA; 

COELHO, 2008). 

  Como um dos critérios de classificação de lectinas está relacionado a 

presença e quantidade de domínios protéicos, outros métodos de caracterização 

também são empregados levando em consideração este ponto de vista, baseado na 

predição da estrutura e quantidade domínios da proteína (HOLLE, et al., 2017).  

Métodos como a Eletroforese SDS/PAGE, PAGE em condições desnaturantes, 

Eletroforese bidimensional são frequentemente empregadas para definição da 

quantidade de domínios e isoformas presentes na lectina (PAJIC, et al., 2002; 

RITTIDACH; PAIJIT; UTARABHAND, 2007).  

  Outros métodos como a análise da possível sequência de aminoácidos 

(SOUZA, et al., 2003), Cristalografia de Difração de Raio-X, Ressonância Magnética 

Nuclear (MILLER; KLYOSOV; MAYO, 2012), Dicroísmo circular (YAO; PAN; ZHOU, 

2012) e proteômica (VAREJÃO, et al., 2010), são aplicadas para definição da 

estrutura secundária, terciária, quantidade de domínios presentes, bem como até 

mesmo a estrutura quartenária da lectina estudada (SHARON; LIS, 2002). 
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  Outras técnicas baseadas na especificidade da lectina por determinados 

carboidratos são as técnicas eletroanalíticas, onde há possibilidade de 

imobilização de lectinas em eletrodos de diferentes composições a fim de analizar a 

capacidade dessas proteínas se ligarem de forma específica a glicoconjulgados e 

até mesmo células inteiras (DINIZ; UETA, 2004; UETA, 2002). Além disso, há a 

possibilidade de analizar a presença de muitos eventos envolvidos no processo e 

interação proteína/carboidrato, a exemplo da ação de íons metálicos, temperatura 

ideal para o processo de adsorção, estabilidade, pH e muitos outros eventos físico-

químicos (ANDRADE, et al., 2005, SANTOS, et al., 2013). 

  Com a versatilidade de técnicas eletroquímicas na caracterização de lectinas, 

como as Voltamétricas e Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIE), há a 

possibilidade dessas proteínas servirem como eventuais sondas biológicas 

(biorreceptores) em biossensores para diferentes aplicações (ANDRADE, et al. 

2011; SILVA JUNIOR, et al., 2018). Embora exista desvantagem no ponto de vista 

de algumas análises precisarem de tratamentos elaborados para adsorver 

determinadas lectinas em eletrodos, a quantidade de amostra protéica é bem menor 

comparado a outros métodos, demonstrando assim a possibilidade de empregar a 

eletroanalítica como ferramenta adicional na caracterização de lectinas purificadas 

em grandes lotes. 

 

 

2.3 MICROORGANISMOS ENDOFÍTICOS 
 
  Podemos considerar microorgarnismos endofíticos aqueles que colonizam 

internamente a espécies vegetais sem lhes causar sequer nenhum dano, durante 

toda ou parte de sua vida. Podem se desenvolverem nos mais diversos tecidos  e 

orgãos de plantas, tais como raízes, caule, folhas e até mesmo sementes, tanto em 

espaços intercelulares quanto intracelulares (HARDOIM et al., 2015; PAPIK et al., 

2020). 

  Endófitos se proliferam logo após penetrarem internamente aos tecidos de 

plantas e esta entrada no vegetal o qual se tornará seu hospedeiro, pode ser por via 

vertical ao se disseminarem internos a sementes e sendo assim dispersos ou por via 

horizontal ao adentrarem passivamente por meio de fisssuras radiculares, lenticelas 
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e aberturas estomáticas ou ativamente ao secretarem enzimas hidrolíticas (KASANA 

et al., 2008; TROGNITZ et al., 2016; FRANK et al., 2017). 

  Para a colonização e formação de uma microbióta endofítica, são utilizadas 

várias estratégias pelos microorganismos ao adentrarem os tecidos vegetais, sendo 

inicado esse processo através do direcionamento para o sistema radicular, de onde 

ocorre a entrada inicial e posteriormente disseminação e adesão na raiz e seguindo 

de distribuição nos mais diversos tecidos da planta hospedeira (GIRI; DUDEJA, 

2013). 

  A interação endófito/hospedeiro pode ser considerada simbiótica ou neutra. 

Por simbiose, o vegetal hospedeiro disponibiliza nutrientes necessários para 

sobrevivencia do microorganismo e em troca recebe proteção contra doenças e 

predadores, bem como subsídios para o seu crescimento (ARAÚJO, 1996; CONTI; 

GUIMARÃES; PUPO, 2012). Por neutralização, o microorganismos ao adentrar o 

tecido vegetal promove uma resposta biológica pela planta, onde dependendo da 

sanidade do vegetal, poderá mesmo assim permitir a entrada do micrrorganismo, 

que por sua vez, de possível patógeno se tornará endófito, podendo promover 

inúmeros benefícios ao seu hospedeiro (GODINHO, 2016; PITTNER, 2016; 

RESENDE, et al., 2007; ROMEIRO, 2011).  

   Podemos encontrar em uma microbiota endofítica, bactérias, fungos e até 

mesmo actinobactérias, sendo em nível de quantidade e diversidade dependerá de 

espécie para espécie (ROCHA, et al., 2009). Muitas pequisas vêm demonstrando a 

capacidade de endófitos em produzirem uma infinidade de substâncias, tais como: 

enzimas, toxinas, fatores de crescimento vegetal, compostos antimicrobianos, 

antitumorais, inseticidas e muitas outras de grande importância na biotecnologia 

AZEVEDO; ARAÚJO, 2007; KHALDI et al., 2010). Diante desses fatores, a busca 

por pesquisas mais aprofundadas em relação a sintese de produtos para diversas 

aplicações na biotecnologia.  

 

2.3.1 Bactérias endofíticas  

  Bactérias endofíticas podem ser encontradas na maior parte das espécies 

vegetais existentes, principalmente pela sua capacidade de realizar inúmeras 

interações biológicas em diferentes tecidos e estruturas vegetais sem causar 

nenhum dano visível, sendo um dos fatores importantes para o processo evolutivo 
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do hospedeiro (GRAY & SMITH, 2005; HAYAT et al. 2010; MASTRETTA, C. et al., 

2009).  

  Diversos estudos demonstraram a presença dessas bactérias em muitas 

espécies vegetais, inclusive de grande interesse econômico, a exemplo do algodão, 

cevada, cana-de-açucar, soja, videira, dentre muitas outras (PIÑON, et al., 2002; 

SOUZA, et al., 2001). Sendo aplicadas em estudos de avaliação na indução do 

crescimente, germinação e atividade antimicrobiana para muitos fitopatógenos 

considerados um problema a nível agronõmico (PAPIK, et al., 2020; PARTIDA-

MARTINEZ, et al., 2007). 

  De uma forma geral, a origem das bactérias endofíticas se dar inicialmente 

pela infestação de outros procariotos da microbiota epifítica de plantas, onde se 

proliferam através da região da rizosfera, filosfera ou até mesmo em sementes no 

momento da germinação (COMPANT, et al., 2008). E a entrada destas é facilitada 

principalmente pela presença de feridas naturais nos tecidos, bem como por 

processos catalíticos realizados por enzimas hidrolíticas, tais como pectinases e 

celulases ((HALLMANN, 1997; KANG; MILLS, 2004). Bactérias endofíticas 

colonizadoras de raízes, Rizobacterias podem promover inúmeras vantagens, 

principalmente pelo fato das raízes serem a primeira estutura a sofrer danos físicos 

pela atividade de crescimento por gravitropismo positivo, bem como ação de 

patógenos presentes neste ambiente de altíssima (DEY, et al., 2004; DIMKPA, 

2009). 

  Colonizadoras de tecidos foliares frequentemente necesssitam lhe dar com os 

estresses recorrentes nesse ambiente. A região foliar é muito importante para os 

processos fotossíntéticos das plantas o que é de se esperar a ação de raios solares 

e diversos outros eventos abióticos que venham a afetar essas estruturas 

(AZEVEDO, et al., 2002; BARRETTI; SOUZA; POZZA, 2008). Outro fator associado 

ao ambiente da filosfera são os possíveis patógenos presentes na microbiota 

epifítica que podem muitas vezes, possuírem mecanismos de ação para invadir os 

tecidos foliares e se instalarem como agentes causadores de doenças (AZEVEDO, 

1998; MACCHERONI; ARAÚJO; LIMA, 2004). 

  Bactérias endofíticas da região foliar, muitas vezes não só estão relacionadas 

a indução do crescimento vegetal, mas principalmente na promoção de defesa 
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contra diversos agentes patogênicos por diferentes mecanismos, podendo estes 

serem bioquímicos pela síntese de compostos que combatem esses agentes ou 

físicos, através de barreiras biológicas formadas por estes microorganismos o que 

pode gerar um processo de competição bastante vantajosa (ARAÚJO, et al., 2002; 

BANDARA, et al., 2006).  

   

2.3.2 Principais atividades biológicas de Bactérias endofíticas em plantas 

  Pela diversidade de interações bioquímicas e fisiológicas que bactérias 

endofíticas podem realizar com seus hospedeiros vegetais, há uma gama de 

aplicações biológicas possíveis de serem detectadas. Dentre estas podemos 

destacar a promoção do crescimento vegetal e atenuação de doenças pela indução 

da defesa contra agentes fitopatogênicos, atividade inseticida e antimicrobiana frente 

a fungos e bactérias diversos (KUKLINSKY-SOBRAL, et al., 2006; MASSIMILIANO, 

et al., 2020; SANTOS, 2014). 

Figura 2 – Principais mecanismos de ação de bactérias endofíticas que favorecem a sanidade vegetal 

 

Fonte: O autor. 
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Processos de crescimento vegetal podem ser induzidos por bactérias 

endofíticas através de estímulos diretos ou indiretos. De forma direta, ocorre quando 

o microorganismo produz hormônios ou compostos que promovem efeito similiar que 

permita um estímulo ao crescimento de diversas estruturas do vegetal hospedeiro 

(ASGHAR, et al., 2002; GUO et al. 2008). Já de forma indireta, ocorrem processos 

de indução promovidos pela facilitação na absorção de nutrientes e sais minerais, 

que são extremamente ideais para o crecimento da planta como fixação de N2 

(ANTOUN, et al., 1998), solubilização do fosfato (CHABOT, et al., 1996), bem como 

na disponibilidade de nutrientes, tendo em vista que endófitos também podem 

produzir metabólitos secundários que favorecem o processo de crescimento vegetal 

(PÉREZ-GARCÍA et al., 2011, ZHANG et al. 2011)  

  Outra grande vantagem que bactérias endofíticas podem propiciar a planta 

hopedeira está na capacidade de estabelecer mecanismos de defesa contra 

espécies fitopatogênicas (ARAVIND, et al., 2010; GOVAN, 1993; COMPANT, et al., 

2008). Muitas estírpes de bactérias endofíticas podem executar atividade 

antimicrobiana para muitas espécies de fungos e bactérias com perfil de 

patogenicidade, promovendo assim a atenuação de doenças diversas (GOVAN; 

HUGHES; VANDAMME, 1996; HOLMES; GOVAN; GOLDSTEIN, 1998; PARKE; 

GURIAN-SHERMAN, 2001; PERIN, et al., 2006). 

  Segundo os estudos de Hu & Young (1998) e Kang et al. (1998), muitos 

endófitos do gênero Burkholderia sp. e Enterobacter sp., assim como em muitos 

outros, tendem a possuir a capacidade de sintetizarem compostos bioativos capazes 

de inibir o crescimento de fungos fitopatogênicos, sendo possíveis ferramentas 

potenciais para aplicação no controle biológico na agricultura (MELNICK, et al., 

2008). 

 Bactérias colonizadoras de raízes, rizobactérias, além de promover o 

crescimento vegetal de forma direta e indireta, podem executar diversos 

mecanismos que favorecem a manutenção fisiológica da planta hospedeira 

(HANADA; ROMEIRO, 1998; HAYAT, 2010). Como prova de conceito, podemos 

citar a produção de fito-hormônios como a exemplo de ácido giberélico e auxinas, 

produção de compostos quelantes de minerais como os sideróforos e facilitação no 

processo de solubilização de fosfato (SOUZA, et al., 2013; GARCIA, et al., 2015). 
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Esses mecanismos são de extrema importância para as plantas, tendo em vista que 

a raíz é a primeira estrutura de manutenção estrutural e fisiológica, bem como estas 

bactérias podem facilmente colonizar outras estruturas vegetais importantes, tais 

como o ambiente foliar (ARAÚJO, et al., 2002).. 

 Endófitos bacterianos colonizadores de folhas tendem a estar mais propensos 

a estressses bióticos e abióticos, o que favorece uma maior atuação destes, na 

promoção de defesa de sua planta hospedeira frente a esses fatores 

(NANDAKUMAR et al., 2001). Dentre muitos dos mecanismos já anteriormente 

citados, microorganismos desse ambiente, tendem a terem uma alta síntese de 

metabólitos antimicrobianos, como também de enzimas líticas que degradam a 

parede célular de fitopatógenos, o que pode gerar uma resposta de indução a 

mecanismos de defesa vegetal (SESSITSCH; REITER; BERG, 2004).  

 

Outro fatores gerais envolvidos na atividade antimicrobiana de bactérias 

endofíticas contra patógenos, está na competição entre sí por nutrientes, produção 

de compostos antibióticos diferenciados e sideróforos (KLOEPPER, et al., 1980; 

RAMAMOORTHY, et al., 2001). Alguns gêneros bacterianos endofíticos são muito 

encontrados em plantas, principalmente de forma abrangente na rizosfera e filosfera. 

Um desses microorganismos é Bacillus spp. Em tecidos foliares estírpe de Bacillus 

sp. vem sendo bastante relatado quanto ao seu isolamento a nível endofítico. Nos 

estudos de Melo (2017), foi possível isolar estirpes de Bacillus spp., Burkholderia 

spp. e Enterobacter spp. de folhas saudáveis de B. monandra, demonstrando uma 

grande variedade de tecidos onde estas bactérias podem colonizar. 

Diversos estudos envolvendo esse gênero vem sendo relatados na literatura, 

tais como na atividade antibacteriana contra outras estirpes bacterianas com perfil 

de fitopageneicidade, fungos, atividade inseticida e promoção do crescimento 

vegetal pela síntese e indução de fito-hormônios (JOE, et al., 2012; 

LASTOCHKINA, et al., 2020; QI, et al., 2011; YUAN, et al., 2002). Em pesquisa 

executadas por Jia, et al., (2020) Bacillus megaterium promoveu ação 

antibacteriana contra os fitopatógenos Streptomyces scabies and Erwinia 

carotovora causadores de patologias em batatas. 

A capacidade de endófitos bacterianos promover proteção contra patógenos é 

bastante perceptível, sendo muitos outros estudos voltados para essa temática 

sendo executados, principalmente voltados para análise moleculares e de 
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bioinformática a exemplo da genômica, proteômica e metabolômica (RAJENDRAN, 

et al., 2008; SESSITSCH, et al., 2004). 

 

  

2.3.3 Bactérias endofíticas na indução a resistência sistêmica de plantas 

  

Bactérias endofíticam podem promover inúmeros processos de defesa para 

plantas e muitos desses são promovidos de forma indireta, sendo favorecidos por 

mecanismos de indução a respostas de defesa contra agentes patogênicos de 

diferentes naturezas, podendo estes serem fungos, bactérias ou até mesmo outros 

grupos diversos (HANADA; ROMEIRO, 1998; NANDAKUMAR et al., 2001). 

Várias estruturas dos microorganismos podem facilitar o processo de 

resistência a patógenos. Nas bactérias a maquinaria do sistema de secreção, 

flagelo, pili, lipopolissacarídeos, e até mesmo proteínas derivadas de bactérias, a 

exemplo de efetores de fitopatogenia, podem promover processos de 

desencadeamento de uma eficaz resposta sistêmica induzida (HARDOIM et al., 

2015). 

  Dessa forma, percebemos que muitas proteínas e peptídeos de origem vegetal 

não só atuam apenas de forma direta no combate de fitopatógenos, mas também 

conferem processos de indução a defesa contra a esses agentes causadores de 

patologias diversas (WHIPPS, 2001). Algumas proteínas como as defensínas, 

lectinas e peptídeos efetores de fitopatógenos são relatadas na literatura como 

possíveis biomoléculas que podem induzir mecanismos de defesa contra 

fitopatógenos (LANNOO; VAN DAMME, 2010; VAN’T SLOT; KNOGGE, 2002). 

A presença do patógeno alvo na região epifítica amplia a capacidade de 

defesa do vegetal ao receber estímulos da microbióta endofíttica residente no tecido 

afetado (ARAÚJO, 2019). A ampliação dessa defesa e resistência a possíveis 

ataques pode aumentar e diminuir por inúmeros fatores, sendo o aumento 

proporcionado por respostas biológicas de contato á longo prazo entre 

endófitos/patógenos e diminuição ocasionada pela elevada variabilidade genética 

dos fitopatógenos (KUMAR et al., 2012; REINHOLD-HUREK; HUREK, 2011). 

Muitos eventos na natureza acabam promovendo inúmeros estímulos de 

defesa para as plantas, o que muitas vezes favorecem na estruturação de 
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mecanismos mais especializados, podendo estes, serem químicos, físicos ou até 

mesmo biológicos (LANNOO; VAN DAMME, 2014). Em muitos casos, processos de 

indução de defesa estão atrelados a estes eventos pelos quais espécies vegetais 

estão sob frequente exposição, tais como os mecanismos de ataque de agentes 

patogênicos onde a microbiota endofítica recebe o estímulo necessário e 

posteriormente promove uma indução (PINTO; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2011).  

 

 

2.4 TÉCNICAS ELETROQUÍMICAS E LECTINAS 
 
  Com o passar dos anos, muitas técnicas eletroanalíticas vem sendo 

amplamente utilizadas em processos de identificação e caracterização de 

biomoléculas de diferentes origens (DINIZ, et al., 2003). E essa possibilidade está 

associada com a presença de eventos eletroquímicos envolvidos na síntese, 

estruturação e mecanismos de ação dessas biomoléculas, onde podemos tomar 

como exemplo as proteínas, que por sua vez, requerem de eventos eletroquímicos 

em seu processo de sintese, principalmente na sua conformação estrutural 

tridimencional, bem como na manutenção de sua solubilidade através da camada de 

solvatação em sua extremidade (NERO, et al., 2014). 

  Dentre o grupo de técnicas eletroanalíticas que podem ser utilizadas em 

aplicações biológicas, podemos citar as que envolvem potenciometria 

(potenciométricas) e por amperometria (amperométricas) (PACHECO, et al., 2013). 

Partindo do princípio de amperometria, tendo em vista que sua utilização é bem mais 

frequente em análises de processos biológicos, a conformação baseada em uma 

célula eletroquímica contendo três eletrodos, onde dentre estes é medido um 

potencial de corrente entre um eletrodo de trabalho e um auxiliar, levando em 

consideração um potencial fixo obtido por um eletrodo de referência (UETA, 2002). 

  Para essas técnicas eletroquimicas amperométricas no contexto de análises 

do perfil de interação de proteínas com outros analitos, tais como as lectinas e 

carboidratos, as técnicas mais amplamente utilizadas são a Voltametria cíclica e 

Espectroscopia de impedância eletroquómica (ANDRADE, et al., 2011; OLIVEIRA, et 

al., 2008). Muitos desses estudos visam na caracterização de lectinas quanto aos 

processos de interação específica a carboidratos, como para elaboração de 

plataformas biosensoras para diversas aplicações baseadas nessas biomoléculas 
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como biorreceptores (DINIZ; UETA, et al., SOUZA, et al., 2001). 

  A EIE tem como principal variável de análise a resistência a transferência de 

carga (Rtc) à medida que um analíto alvo vai se ligando em um biorreceptor, sendo a 

impedância e a dupla camada elétrica também avaliados (CARVALHO; ANDRADE; 

BUENO, 2006). Embora haja uma grande utilização desta técnina tanto para 

caracterização de lectinas como para elaboração de plataformas biosensoras, 

daremos um enfoque maior para a VC, tendo em vista por ser a técnica 

eletroanalítica que utilizamos nos experimentos para obtenção de resultados do 

presente projeto de dissertação. 

 

 
 
2.4.1 Voltametria Cíclica (VC) 

 
  Dentre as ferramentas voltamétricas, a VC é baseada em um grupo de 

técnícas que possibilita a investigação de muitos processos eletroquímicos 

envolvendo a análise de inúmeros analitos (SOUZA, 2012; HARRIS, 2001). Essa 

investigação é possível através da observação da relação entre uma corrente 

elétrica e um potencial aplicado através de dois eletrodos, sendo estes imersos em 

uma solução eletrolítica ou o que chamamos de eletrólito suporte (HOLLER; 

SKOOG; CROUCH, 2009; KOTZ, et al., 2015). 

  Frequentemente se utiliza VC pela capacidade desta técnica eletroanalítica 

promover a obtenção de informações a nível qualitativo, a medida que se analisa os 

eventos eletroquímicos decorrentes das reações envolvidas, bem como a 

possíbilidade de se obter resultados quantitativos, quando se estrutura um 

planejamento fatorial na análise do analito de interesse através de concentrações 

diferentes no decorrer que cada evento eletroquímico vai ocorrendo (AVELINO, 

2017; OLIVEIRA, et al., 2011a). Além disso, há a possibilidade de obtermos 

informações sobre a cinética de reações de transferência de elétron e termodinâmica 

dos processos de oxidação e redução (PACHECO, et al., 2013; ZUMDAHL; 

ZUMDAHL, 2014). 

  Em análises de processos eletroquímicos, como caracterização de 

biomoléculas e estruturação de biosensores, constuma-se usar uma célula 

eletroquímica convencial onde esta, contém uma solução a qual equivale ao 

eletrólito suporte e este, por sua vez, requér o uso de sondas redox, pelas quais 
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promovem a detecção na variação dos potenciais de oxidação e redução envolvidos 

nas análises (CHAUHAN, et al., 2017; VIDOTTI, et al., 2010). 

   Quanto á composição estrutural de eletrodos no sitema de análise por 

Voltametria, convencionalmente utiliza-se a conformação de três eletrodos: o 

Eletrodo de Trabalho, Eletrodo auxiliar e Eletrodo de referência (CORREIA DE SÁ, 

1992; FONSECA; PROENÇA; CAPELO, 2015).  O eletrodo de trabalho, que em 

muitas fezes tem sua composição quimica de Ouro, Prata, Platina e/ou Carbono, 

equivale aquele pelo qual ocorre a funcionalização de receptores para detecção de 

um analito alvo, podendo ser uma biomolécula ou componentes de reconhecimento 

de origem inorgânica (CHEN, et al., 1998; JACOBS; PEAIRS; VENTON, 2010).  

  O eletrodo auxiliar, que frequentemente de composição química de Platina, 

promove uma transferência de elétrons com o eletrodo de trabalho, servindo como 

auxílio no momento em que vai se realizando as análises dos processos redóx  

envolvidos nas reações (UETA, 2002). Já o eletrodo de Referência, quem 

frequentemente tem composição química de Calomelano ou Prata/Cloreto de Prata, 

tem a principal função de manter um potencial constante no momento da realização 

das análises dos processos redox e essa capacidade é sempre mantida pela sua 

saturação com solução de KCL antes de cada análise eletroquímica (FONSECA, et 

al., 2002; SILVA JR; ARAÚJO FILHO; SILVA, 2000). 

   Caracterizamos o processo de VC, como um processo eletroquímico 

interfacial, tendo em vista que o mesmo ocorre em uma região denominada interface 

eletrodo-solução, sendo este eletrodo, considerado o de trabalho onde ocorrem os 

processos interfaciais importantes e uma camada próxima composta de solução 

eletrolítica (CHEVION; ROBERTS; CHEVION, 2000; SEMENOVA, et al., 2018). 

  Em VC o potencial de varredura é triangular, onde é empregada uma 

velocidade conhecida e de forma constante no eletrodo de trabalho, sendo este 

estacionário, imerso em solução eletrolítica em repouso e ao passo que antingimos o 

potencial final pretendido, ocorre a inversão da direção da varredura de elétrons para 

o sentido do potencial inicial, podendo ser obtido assim um gráfico de corrente em 

relação  ao potencial (BARD; FAULKNER, 2006; SKOOG et al., 2008; WANG, 2006). 
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Figura 3 – Esquema de célula eletroquímica na conformação de três eletrodos utilizada em análises 

eletroanalíticas, principalmente por Voltametria Cíclica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de LANDIM, 2014. 

   

  Na figura 4 (a) podemos observar com clareza este processo, considerado 

que, dependendo do analito a ser identificado, podemos realizar um único cíclo de 

medição ou vários no decorrer do tempo. À medida que realizamos esses processos 

de varredura, consequentemente conseguimos detectar as variações nos processos 

de oxidação e redução envolvidos na interface eletrodo-solução. 

  Diante dessas variações dos processos redox, podemos obter um 

Voltamogrma Cíclico através da mensuração da Corrente sobre o Eletrodo de 

trabalho a medida que ocorre uma variação de potencial, sendo assim estruturado 

um gráfico de corrente mediante o potencial.(PACHECO et al., 2013 REIS, et al., 

2013). Sendo considerado, neste caso, a corrente apontada como o sinal que nos 

indica o processo de excitação do potencial, como podemos observar na figura 4 (b). 
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Figura 4 – Esquema de como ocorre o processo ede voltametria cíclica. Graáfico de potencial de 

varredura triangular (a); Voltamograma Cíclico demonstrando as Correntes de pico Catódica (Ipc) e 

Anódica (Ipa) (b). 

 

Fonte: Adaptado de (BRETT & BRETT, 1993; BARD & FAULKNER, 2006). 
 

 

  Desse modo, a variação no aumento ou diminuição das correntes de pico são 

importantes para detecção de processos de interação de um analito com seu 

biorreceptor a depender da análise a ser realizada. A variação na Corrente de Pico 

Anódica (Ipa), demonstra os processos de oxidação que estão eventualmente 

ocorrendo, denominamos esta área como Região de Oxidação. Já a variação na 

Corrente de pico Catódica (Ipc), nos permite predizer a ocorrência dos processos de 

redução, sendo considerada esta área de Região de Redução (WANG, 2006; 

RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010). 

.  Assim, conseguimos detectar posssíveis processos de interação ocorrendo na 

interface eletrodo/solução, bem como entrender quais processos de cinética de 

transferência de carga (oxirredução) e em que níveis estão sendo executados, 

principalmente se tratando de substâncias eletroativas, tais como aquelas ricas em 

proteínas e outras biomoléculas (NICHOLSON, 1965; JARA-PALACIOS, 2017).  

 

2.4.2 Biossensores eletroquímicos baseados em lectinas 
 

  Biossensores baseiam-se em ferramentas de detecção rápida que vem se 

tornando cada vez mais importantes, principalmente nas industrias médica e 

ambiental, sendo estruturas a nível nanotecnológico que promove o 

biorreconhecimento de um analito de interesse de forma eficaz e em curto período 

Região de Oxidação 
(Anódica) 

Região de Redução 
(Catódica) 

Ciclo 1 Ciclo 2 

Ciclo 1 Ciclo 2 
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de tempo (ARDUINI, et al., 2016; CONGUR, et al., 2015). 

  Dentre os bossensores baseados em lectinas, as técnicas eletroquímicas mais 

utilizadas são a Voltametria Cíclica e espectroscopia de impedância eletroquímica, 

pela simplicidade de análise dos resultados, bem como uma melhor performance 

dos processos de interação das lectinas com seus carboidratos específcos (KISS, et 

al., 2016; NESAKUMAR et al., 2016; POVEDANO et al., 2017). 

  No âmbito de biosensores Voltamétricos, muitos cientistas consideram a VC 

com boa funcionalidade para construção de novos biodispositivos, por conta de sua 

capacidade de detectar fenômenos físico-químicos associados ao processo de 

interação analito biorreceptor, bem como no processo de funcionalização de 

superfícies eletródicas ao adsorver biomoléculas sobre um eletrodo de trabalho 

(KIMMEL, et al., 2011; LUNA et al., 2015; NIA et al., 2015). 

 

Tabela 1 – Alguns Biosensores baseados em lectinas. 

Lectina Patógeno ou 

analito alvo 

Autor 

 

BmoLL 

 

Detecção do 

Virús da 

Dengue 

 

Andrade, et 

al., 2011. 

Clavanina A Detecção de 
bactérias 

patogênicas 

Silva Júnior, 
et al., 2018. 

 

ConA 

 

CramoLL 

 

Detecção de 
Candida sp.  

Detecção de 
lipopolissacaríd
eo bacteriano. 

Sá, et al., 
2020. 

 

Oliveira, et 
al., 2011b. 

CramoLL 

 

CramoLL 

Detecção do 
Virús da 
Dengue 

Diagnóstico do 
Câncer de 
Próstata. 

Oliveira, et 
al., 2011a. 

 

Silva, 2019. 

 

Fonte: O autor. 

 

 

  Muitos biossensores baseados em lectinas vêm sendo estruturados, 

principalmente para a detecção de microorganismos dos mais variados tipos. 

Estudos de detecção de partículas virais, bactérias com perfil de patogeinicidade, 

leveduras e lipopolissacarídeos bacterianos (ANDRADE, et al., 2015; Oliveira, et al., 

2011b.). 
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  Biossensores de lectinas também podem ser estruturados para o diagnóstico 

de doenças virais, principalmente pela possível interação de lectinas com 

glicoproteínas de superficie viral. Nos estudos de Andrade, et al. (2011) foi 

construido um biossensor nanoestrtuturado baseado em nanocompósito híbrido 

orgânico/inorgânico de BmoLL e nanoparticulas de ouro com Polianilina, onde 

demonstrou eficácia na detecção de vários sorotipos do Vírus da dengue em soro 

humano sendo possível detectar DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 

respectivamente. Outra estratégia similar utilizando outra lectina, a CramoLL, 

também foi testado na detecção do Virus da  Dengue de forma rápida e eficiente 

(OLIVEIRA,  et al., 2011a).  

  Lectinas como biorreceptores também podem detectar a presença de 

glicoconjulgados em amostras biólogicas e como se sabe, muitos desses, em 

grandes quantidades é evidência da presença de patologias, a exemplo de células 

tumorais. Nos estudos de Silva (2019), foi possível elaborar uma plataforma 

biossensora baseada na lectina CramoLL como ferramenta diagnóstica para o 

câncer de prostata. Dessa forma podemos perceber a versatilidade de lectinas na 

utilização como ferramenta de diagnóstico rápido, tais como em biossensores 

eletroquímicos nos mais diferentes campos da ciência. 
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3 METODOLOGIA E RESULTADOS 
 

  Os resultados dessa dissertação está apresentado na forma de artigo. 

 

3.1 ARTIGO 
 

Caracterização eletroquímica da lectina galactose específica BmoLL por 

interação específica com bactérias endofíticas isoladas de folhas de Bauhinia 

monandra Kurz. 

 

Josivan Barbosa de Farias1, Sílvio Assis de Oliveira Ferreira2, Rosilma Pereira de 

Araújo Melo3, Sandra Rodrigues de Souza4, Luana Cassandra Breitembach Barroso 

Coelho1  
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Resumo/Abstract 

 

O objetivo deste estudo baseia-se na caracterização eletroquímica da lectina 

específica para galactose BmoLL extraída de folhas da espécie vegetal Bauhinia 

monandra através dos processos de interação com bactérias endofíticas isoladas do 

mesmo tecido vegetal. Foram verificadas a atividade aglutinante de BmoLL frente a 

três estirpes bacterianas endofítica: Bacillus spp., Burkholderia spp. e Enterobacter 

spp. Nos resultados obtidos para atividade aglutinante, a lectina BmoLL promoveu 

maior aglutinação para a estírpe Enterobacter spp. em títulos de 10241. Nas análises 

eletroquímicas, BmoLL foi imobilizada em eletrodo de ouro através do processo de 
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oxidação química e posteriormente caracterizada pela interação com carboidratos 

redutores, sendo a galactose, o carboidrato que mais interagiu com a lectina diante 

dos resultados obtidos por Voltametria Cíclica. Quanto ao processo de interação das 

estirpes endoffíticas com BmoLL por eletroquímica, as diminuições sequenciais dos 

picos de correntes catódicas e anódicas demonstraram interação da lectina por 

ambas  as estirpes endofíticas, tendo maior especificidade para o gênero 

Enterobacter spp. A proposta de utilizar bactérias endofíticas como estratégia de 

caracterização adicional de lectinas por eletroquímica demonstrou ser viável pela 

especificidade, rapidez e uso de quantidades menores de amostra protéica. 

 

Palavras-chave/Key words: Bactérias Endofíticas; Caracterização de proteínas; 

Eletroquímica; Lectinas; Voltametria Cíclica. 

 

Introdução 

 

Diversas classes de proteínas desempenham importantes papéis em sistemas 

biológicos, tais como os processos de reconhecimento e sinalização celular, 

combate de agentes patogênicos de diferentes naturezas, bem como na síntese de 

biocompostos e até mesmos outros peptídeos (KANEKO; NIMMERJAHN; 

RAVETCH, 2006; HARDIVILLÉ; HART, 2014; IORDACHE, et al., 2015; SILVA, et al., 

2019). 

Durante e após os processos de purificação, torna-se fundamental realizar a 

caracterização da proteína de interesse para assim ocorrer uma comprovação se de 

fato, a amostra em questão realmente possui o peptídeo (ALAM, et al., 1996; 

HELMHOLZ, et al., 2008).  Nesse sentido, muitos métodos analíticos podem ser 

empregados neste processo, sendo um dos principais, a avaliação da atividade 

biológica a qual amostra proteica pode executar (SANTOS, et al., 2013).. 

Lectinas são consideradas proteínas de origem não imune que podem ser 

encontradas em diversos organismos vivos, sendo em sua maioria, em plantas 

(PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Sua capacidade de se ligar especificamente e 

reversivelmente a carboidratos, proporciona uma gama de aplicações, tais como na 

purificação de glicoconjulgados, marcação células tumorais, atividade 

antimicrobiana, inseticida e até mesmo na produção de diferentes tipos de 

biossensores (GABIUS et al., 2002; MURDOCK; SHADE, 2002; MACEDO et al., 
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2007; COELHO et al., 2017). 

No processo de caracterização de lectinas, a avaliação in vitro da atividade 

hemaglutinante de eritrócitos glutarizados de coelhos e/ou humanos é amplamente 

utilizada (GUZMÁN-PARTIDA, et al., 2004; SILVA, et al., 2012). Sendo uma 

metodologia adicional para as análises eletroforéticas e de focalização que também 

fazem parte do processo de caracterização secundária de proteínas (SHARON; LIS, 

2002).  

A caracterização eletroquímica possui vantagens no ponto de vista do uso de  

pouca quantidade de amostra proteica e pelo fato de podermos obter resultados de 

interação específica entre a proteína (bioreceptor) e seu analito (ligante alvo) com a 

utilização de diversas técnicas, sendo as voltamétricas a exemplo da Voltametria 

Cíclica e impedimétricas como a Espectroscopia de Impedância Eletroquímica, 

usadas com mais frequência (ANDRADE, et al., 2009; OLIVEIRA, et al., 2011b)  

Com o aumento de elaboração de biossensores no campo da pesquisa 

cientifica, muitos estudos demonstraram a capacidade de lectinas serem 

imobilizadas em eletrodos de diferentes materiais e por diversos meios, como a 

utilização de camadas intermediárias de distintas composições, tais como polímeros 

condutores e estruturas metalorgânicas (SOUZA, et al., 2001; EDLA, et al., 2008; 

OLIVEIRA, et al., 2011a).  

Entretanto a possibilidade de adsorção direta de proteínas em superfície de 

eletrodos por modificações químicas vem sendo bastante relatadas (BASSI, et al., 

1999; FURTADO, et al., 2012). Em alguns casos, tratamentos químicos e até mesmo 

eletroquímicos, como processos de oxidação química inicial, pode promover a 

ligação de proteínas biorreceptoras em diferentes tipos de eletrodos sem a 

necessidade de ligantes intermediários (DINIZ, et al., 2003; DINIZ; UETA, 2004). 

A BmoLL consiste em uma lectina com sítios de ligação específico para 

resíduos de galactose extraídas das folhas da espécie vegetal Bauhinia monandra  

(Fabacea) (COELHO; SILVA, 2000). E muitos estudos demonstraram sua eficácia 

em diversas aplicações biotecnológicas, como: na atividade antimicrobiana, 

construção de biosensores para o diagnóstico do Vírus da Dengue e atividade 

antidiabética (ANDRADE, et al., 2011; FERNANDES, et al., 2012). 

Microorganismos endofiticos são aqueles que colonizam diversos tecidos 

vegetais sem causar nenhum dano evidente. Podendo promover condições 

benéficas ao hospedeiro tais como promoção de crescimento e combate de agentes 
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patogênicos de diferentes naturezas (AZEVEDO, 1998; LACAVA, et al., 2004). 

Dentre os endófitos importantes neste processo, podemos citar as bactérias, 

principalmente aquelas que antes de colonizar internamente os tecidos foliares, 

aprimoram seus mecanismos de defesa contra fitopatógenos inicialmente na 

rizosfera (ABEDINZADEH, et al., 2019).  

Bactérias endofíticas podem promover diversas vantagens a suas plantas 

hospedeiras, sendo a indução de crescimento e proteção contra patógenos uma das 

mais importantes no ambiente foliar (ARAÚJO, et al., 2002). Nos estudos de Ramos, 

et al., (2016) a lectina BmoLL promoveu aglutinação de células bacterianas 

endofíticas da espécie Pseudomonas aeruginosa isoladas de folhas de B. monandra, 

sem promover a morte desses microorganismos, o que nos pode demonstrar a 

possibilidade de um mecanismo de ação induzido a defesa de eventuais espécies 

fitopatogênicas. 

Diante de possíveis interações que possam ocorrer no ambiente foliar, 

acredita-se que lectinas possam de alguma forma interagir com esses 

microorganismos, principalmente em processos de resistência sistêmica induzida 

para proteção de espécies fitopagênicas invasoras (GAO, et al., 2003; RATANAPO, 

et al., 2001). 

Da possibilidade de lectinas se ligarem se forma específica a bactérias 

endofíticas, este estudo objetiva avaliar a interação entre a lectina específica para 

galactose BmoLL extraída de folhas de B. monandra e bactérias isoladas do mesmo 

tecido vegetal como ferramenta de caracterização eletroquímica de lectinas. 

 

 

Materiais e métodos 

 

Purificação e caracterização da Lectina de folhas de B. monandra (BmoLL) 

 

A purificação e caracterização da lectina de folhas de B. monandra (BmoLL) 

foi baseada segundo protocolo previamente estabelecido (COELHO; SILVA, 2000). 

Neste processo, utilizou-se como purificação a cromatografia de Afinidade em coluna 

de Gel de guár e como prova do grau de pureza da proteína purificada, foi utilizado a 

técnica de Cromatografia Líquida de Proteína Rápida (FPLC).  

 O material vegetal foi inicialmente coletado na cidade de Vitoria de Santo 
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Antão – Pernambuco e identificado por técnicas taxonômicas no Instituto 

Agronõmico de Pernambuco (IPA). As folhas foram secas em estufa a 37 °C e 

trituradas. O extrato foi preparado em solução Tampão Citrato Fosfato pH 6,5 

preparado em NaCl a 0,15 M e agitado durante a noite por um período de 16 h a 4°c. 

Posterior filtração e centrifugação, o sobrenadante foi coletado para posterior 

precipitação em Sulfato de Amônio de 0 a 60% p em tampão (p / v) por 4 h em 

temperatura ambiente. 

 Após centrifugação, o precipitado foi dialisado e submetido à quantificação de 

proteínas (Lowry et al., 1951). Posteriormente as amostras foram aplicadas em 

coluna de cromatografia de afinidade de gel de guár preparado previamente e 

eluição utilizando tampão citrato fosfato contendo Galactose a 50Mm. 

Sequencialmente, após diálise, BmoLL teve sua atividade Hemaglutinante 

verificada em suspensões de 2,5% em placa de microtitulação com NaCl a 0,15 M (v 

/ v) e eritrócitos de coelhos tratados com glutaraldeído. Em seguida, as frações de 

BmoLL foram submetidas a caracterização por Eletroforese SDS-PAGE. 

Para o processo de prova de pureza da lectina por FPLC, 1 mL das frações 

protéicas recém purificadas foram aplicadas em coluna de Sephadex G-75 (de 

aproximadamente 20 cm de altura). Como fase móvel, foi utilizado tampão citrato de 

sódio (pH 6,5) e assim realizado a análises dos pico de absorbância característico 

para BmoLL purificada. 

 

 

Reativação e imobilização das bactérias endofíticas de B. monandra 

 

As estirpes endofíficas foram isoladas anteriormente de folhas frescas de B. 

monandra e identificadas a nível de gênero. Para realização dos testes foram 

utilizados os gêneros: Bacillus spp., Burkholderia spp. e Enterobacter spp. A 

reativação foi realizada em Ágar Muller Hington por 24 h a 37 ºC. e posteriormente, 

as culturas foram mantidas em meio Brain Heart Infusion (BHI) até o uso. 

Para imobilização das bactérias foi usado um protocolo adaptado descrito em 

Vazquez et al., (1996). O cultivo bacteriano foi realizado em meio Brain Heart 

Infusion por 24 h a 37◦C. No dia seguinte, para cada uma dos gêneros considerados, 

preparamos suspensão bacteriana concentrada com 10 mL de PBS estéril, 
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resultando em uma concentração de aproximadamente 15 × 108 CFU mL− 1, 

compatível com a turbidez, que foi avaliada como tubo 5 na escala de McFarland. 

 A suspensão bacteriana foi centrifugada por 10 min. a 3000 rpm; após o 

sobrenadante ter sido descartado, o sedimento foi lavado três vezes com PBS estéril 

(pH 7,4). Em seguida, utilizou-se solução de formalina 0,4 em água estéril por 2 h a 

4 ºC, agitando o tubo por inversão, para imobilizar a bactéria.  

Após incubação em 2 h de formaldeído, as bactérias foram lavadas com 

solução de PBS estéril por três vezes. Por fim, a turbidez da suspensão bacteriana 

foi ajustada no tubo 5 na escala de McFarland e armazenada a 4 ºC até o momento 

de sua utilização. 

 

 

Ensaio de aglutinação de BmoLL com as estirpes endofíticas de B. monandra 

 

O ensaio de aglutinação foi realizado em placas de microtitulação (96 poços). 

Neste ensaio, 50 μL de NaCl 0,15 mol L-1, 50 μL de uma suspensão bacteriana (108 

células mL-1) e uma diluiçã++o em série de 50 μL de preparação altamente 

purificada de BmoLL (0,96 mg/mL-1) foram adicionadas e o controle não continha 

lectina. A atividade de aglutinação foi observada e fotografada após 24 h, utilizando 

um microscópio óptico.  

Os ensaios de inibição foram realizados com uma solução contendo 100 μL 

de 100 mmol  L-1 de galactose em cloreto de sódio 0,15 mol L-1 misturado com 100 

μL-1 de preparação de lectina (0,96 mg mL-1), e 50 μL dessa mistura foram 

distribuídos nos poços. Após 15 min. em temperatura ambiente, foram adicionados 

50 μL de solução bacteriana em um volume final de 100 μL. O resultado foi 

registrado visualmente após 45 min. em temperatura ambiente e seguindo 

posteriormente para as análises dos resultados comparando com aqueles 

inicialmente realizados sem inibição. 

 

 

 

 

Funcionalização por oxidação química da superfície do eletrodo de ouro com a 

lectina BmoLL 



47 
 

 

Para funcionalização da lectina em eletrodo de ouro foi utilizado o protocolo 

de Diniz e Ueta, (2004). Seguindo pararealização dos ensaios eletroquímicos, um 

eletrodo de disco de ouro (0,05 cm2) sendo este o eletrodo de trabalho, foi polido em 

pasta de Alumina e sonicado em água Milli-Q por 3 min. Logo após, o eletrodo foi 

imerso em solução piranha ((1:3 – H2O2:H2SO4) por 3 min. Em seguida foi realizada 

leitura por voltametria cíclica utilizando solução 0,5 M de H2SO4 para obtenção de 

um voltamograma cíclico de eletrodo limpo. Posteriormente, para ocorrer a oxidação 

química e favorecer a adsorção das lectinas, o eletrodo limpo foi exposto a uma 

solução de ácido nítrico P.A. durante 5 min. 

 

 

Figura 1: Esquema de funcionalização do eletrodo de ouro com BmoLL por oxidação química 
utilizando Ácido Nítrico P.A. Podemos também observar como ocorrerá o processo de caracterização 
pela interação com as células bacterianas endofíticas ao se ligarem na lectina (bioreceptor). 

 

Depois deste processo, foi realizada a lavagem com água ultrapura e imersão 

do eletrodo em solução salina 0,15 M contendo a lectina BmoLL em uma 

concentração de 1 μg/mL para funcionalização do eletrodo em um período de 30 

min. Após este procedimento, o eletrodo revestido com BmoLL foi enxaguado com 

água desionizada e incubado em solução aquosa de BSA a 3% por 1 h para 

bloquear regiões de ligação não específica (figura 1).  

 

Caracterização eletroquímica da adsorção da BmoLL em eletrodo de ouro por 
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Voltametria Cíclica 

 

As análises eletroquímicas foram realizadas com o auxílio de um aparelho 

Potenciostato/Galvanostato (Autolab, PGSTAT302N, Metrohm, Suíça) e através do 

software NOVA 1.11.2. Os experimentos foram realizados utilizando como sonda 

redox, uma solução de 10 mM de ferroferricianeto de potássio K4[Fe(CN)6]
4-

/K3[Fe(CN)6]
3- (1:1) em 20 ml de solução  PBS 10 mM contendo NaCl 0,15.  

Para a realização dos experimentos foi utilizada célula eletroquímica 

convencional com três eletrodos, mantendo a configuração padrão, sendo: Ag / AgCl 

(KCl saturado) como eletrodo de referência, o auxiliar um fio de platina e o de 

trabalho, um disco de ouro modificado (d = 2 mm).  

As medições de Voltametria Cíclica foram realizadas em um potencial de - 0,2 

a 0,7 V com uma velocidade de varredura de 50 mV.s-1 dentro de uma gaiola de 

Faraday. Todas as medidas foram realizadas em triplicata (OLIVEIRA, 2011). 

 

Caracterização eletroquímica da adsorção da BmoLL em eletrodo de ouro por 

Voltametria Cíclica e interação com galactose e glicose 

 

 Partindo para as análises eletroquímicas da imobilização de BmoLL, foram 

realizadas então a caracterização pelo processo de interação com os carboidratos 

D-Galactose e D-Glicose, baseando-se no protocolo de Bassi, et. al., (1999). 

Sabendo-se que BmoLL possui sítios específicos de ligação a Galactose, sendo este 

um açúcar redutor, nesta parte experimental também resolvemos avaliar os 

processos redox envolvidos nas análises eletroquímicas da BmoLL imobilizada na 

presença de outro carboidrato com perfil redutor, porém não específico a esta 

lectina, sendo assim um estudo comparativo. 

Seguindo um planejamento fatorial, concentrações de 40, 60, 80 e 100 Mm de 

D-Galactose (Sigma-Adrish) foram preparadas previamente em 20 mL de solução de 

Ferrocianeto de potássio K4[Fe(CN)6]
4-/K3[Fe(CN)6]

3- (1:1) (preparado em solução de 

NaCl a 0,15 M). A suspensão foi agitada em um período de 5 min. para inteira 

homogeinização. Posteriormente, foram realizadas leituras por voltametria cíclica 

seguindo os mesmos parâmetros descritos na seção anterior. Os experimentos 

realizados com D-Glicose seguiram os mesmos protocolos acima citados. 
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Caracterização eletroquímica por Voltametria Cíclica pela interação BmoLL 

/Bactérias endofíticas de B. monandra 

 

Posterior leitura eletroquímica da funcionalização de BmoLL em eletrodo 

quimicamente modificado, foi então realizada a caracterização pelo processo de 

interação com as bactérias endofíticas de folhas de B. monandra baseado-se no 

protocolo de (OLIVEIRA, 2011). Cada estirpe bacteriana inicialmente imobilizada foi 

adaptada a uma concentração de 0,5 x 108 UFC/mL-1 sendo o equivalente ao tubo 5 

da Escala de Mcfarland.  

A partir da supensão inicial, foram realizadas diluições sucessivas para assim 

obter as concentrações de 101 a 105 UFC/mL-1. Posteriormente, no eletrodo de ouro 

quimicamente funcionalizado com a BmoLL, 1 mL de cada uma das suspensões 

bacterianas  foram aplicadas seguindo da menor para a maior concentração (figura 

1). 

Foi então aguardado um período de 15 min., para assim serem realizadas as 

leituras eletroquímicas por Voltametria Cíclica seguindo os mesmos parâmetros de 

potencial e velocidade de varredura descritos anteriormente para avaliação da 

imobilização de BmoLL no eletrodo de ouro. 

A nível comparativo, foram realizados os mesmos processos de detecção de 

interação com uma estírpe não endofítica. Neste caso utilizamos uma amostra de E. 

coli de linhagem não - endofítica. Os procedimentos de imobilização e detecção 

foram realizados da mesma forma como descritos para todos os endófitos. 

 

 

Resultados e Discussão 

 

Purificação e caracterização da Lectina de folhas de B. monandra (BmoLL) 

 

No processo de purificação em gel de guár, foi possível obter uma 

concentração máxima de 280 mg/mL de lectina purificada. Nos resultados de 

atividade hemaglutinante foi obtido títulos de 2.048-¹ para fração proteica dialisada. E 

nas análises por Eletroforese SDS – PAGE revelou-se 2 bandas protéicas, uma de 

26 KDa e outra de 33 Kda, equivalente as duas subunidades da BmoLL de acordo 
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com o protocolo estabelecido por Coelho e Silva (2000). 

 

 

Figura 2: Cromatograma de prova de pureza de BmoLL por (FPLC). O pico destacado em Azul, 
demonstra o grau de pureza da amostra de BmoLL adquirida através do processo de purificação. 

 

Na avaliação por FPLC, foi possível observar o grau de pureza de BmoLL  

através do pico de absorbância (em azul) característico para as análises de 

purificação da lectina por este método. Além disso, o processo de condutividade no 

decorrer do processo da avaliação da pureza da lectina não demonstrou 

interferência. Dessa forma conseguimos avaliar que nas amostras protéicas de 

lectina purificada inicialmente por cromatografia de afinidade foi eficaz (figura 2). 

 

 
 
Atividade aglutinante de BmoLL com as estirpes endofíticas de B. monandra 
 
 Nos ensaios de aglutinação, a lectina BmoLL demonstrou maior interação 

para a estírpe Enterobacter spp. com fator de diluição em títulos de 1.024 -1 . As 

análises pela formação de agregados no poço equivalente a essa diluição na placa 

de microtitulação foi observado 30 min. depois da realização dos ensaios. Quantos a 

estírpe Burkholderia spp., foi observada uma menor interação de BmoLL pelas 

células bacterianas, onde a aglutinação chegou a títulos de 256 -1 (figura 3). 

 Para a estírpe Bacillus spp. foi obtido os menores valores de atividade 

aglutinante. BmoLL promoveu interação com essas bactérias em um fator de diluição 

de 64-1, sendo observada uma aglutinação bem menor, comparadas as demais 

estirpes testadas (figura 3). Os ensaios de inibição de BmoLL com galactose como 

interferente na atividade aglutinante demonstrou resultados satisfatórios. Isso 
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porque, com os sítios de ligação de BmoLL específicos para galactose inibidos, 

houve uma diminuição drástica na interação da lectina com as células bacterianas 

endofíticas. 

 Para a estírpes Burkholderia spp. e Enterobacter spp., o título de aglutinação 

anterior decaiu para 2-¹, demonstrando assim que nos ensaios anteriores BmoLL 

realmente promove uma interação com essas bactérias, mesmo em fatores de 

diluição moderados. Outro fator a ser destacado, foi em relação a Enterobacter spp., 

onde nos ensaios de inibição houve uma queda de 1.024-1 para 8-1, demonstrando 

que a ibição dos sítios específicos da lectina para galactose interferiu na interação 

com a estírpe bacteriana (figura 3). 

Torna-se importante analisar que, embora tenha ocorrido uma diminuição da 

interaçaõ de BmoLL com Enterobacter spp, ainda se manteve a  atividade 

aglutinante em títulos de 8 -1, o que pode nos demonstrar a maior especificidade da 

lectina por este gênero bacteriano endofítico. Nos estudos de Ramos, et. al., 2016 as 

análises realizadas com BmoLL e bactérias endofíticas do gênero Pseudomonas 

spp., demonstraram resultados similares, além de utilizar esta mesma metodologia 

comparativa de atividade aglutinante de lectina pura e inibida com galactose. 

 

 
 
Figura 3: Resultados obtidos nos ensaios de atividade aglutinante das estirpes endofíticas nos 
diferentes fatores de diluição por BmoLL pura (em azul) e inibida com D- Galactose a 50 mM (em 
vermelho). 
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Dessa forma, observamos que podemos realizar esta metodologia como 

estratégia simples e adicional de caraterização de lectinas com endófitos bacterianos 

diferentes, porém isolados do mesmo tecido que a proteína em questão. Além disso, 

muitas das variações obtidas nos resultados de aglutinação podem estar 

relacionadas com as diferenças bioquímicas encontradas na estrutura de cada 

gênero de microorganismo, inclusive aqueles constituintes da microbiota endofítica. 

 
Caracterização eletroquímica da adsorção da BmoLL em eletrodo de ouro por 
Voltametria Cíclica 
 

Diante dos resultados obtidos, foi possível observar que o tratamento com 

Ácido Nítrico proporcionou a adsorção da lectina BmoLL no eletrodo de Ouro. A 

superfície do eletrodo de ouro ao entrar em contato com a suspensão de lectina 

promoveu um recobrimento e adsorção eficaz, tendo em vista que a área eletroativa 

foi diminuída e consequentemente a transferência de elétrons pela sonda redox 

ferricianeto de potássio. Desse modo conseguimos verificar uma diminuição da 

amplitude de corrente e dos picos de correntes catódica e anódica, que se refere na 

diminuição dos processos de oxidação e redução do par redox Fe3+/Fe2+ na 

interface eletrodo/solução (Figura 4 b). 

 

 

Figura 4: Voltamogramas Cíclicos do processo de imobilização de BmoLL em eletrodo de Ouro 
tratado quimicamente com Ácido Nítrico. Eletrodo limpo (A); Eletrodo funcionalizado com BmoLL em 
concentrações diferentes (B). 

 

 

 A B 
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Desse modo é perceptível também que, a lectina se ligou facilmente ao 

eletrodo modificado quimicamente, principalmente se observarmos a linearidade nas 

duas concentrações de BmoLL que ao serem aplicadas da menor para maior área 

eletroativa do eletrodo foi bastante diminuída, o que pode ser interferências nos 

processos redox envolvidos. Assim, percebemos a capacidade de lectinas serem 

adsorvidas em eletrodo por tratamento químico simples, tais como muitas outras têm 

se interagido principalmente por oxidação química, a exemplo dos estudos de Diniz 

e Ueta, (2004) que demonstrou a adsorção de Concanavalin A através da oxidação 

de eletrodo de platina. 

 

 

Caracterização eletroquímica por Voltametria Cíclica da interação BmoLL com 

Galactose e Glicose em diferentes concentrações 

  

 Nos ensaois de interação de carboidratos com perfil de redução e BmoLL 

imobilizada, foi possível perceber a especificidade da lectina pelo seu carboidrato 

Galactose. Ao aumentarmos a concentração de D-Galactose ao longo do tempo, foi 

possível observar uma diminuição das correntes de pico catódica e anódica, 

demonstrando assim uma diminuição dos processos redox na interface 

eletrodo/solução e consequentemente comprovando uma possível ligação de 

galactose no sítios específicos da lectina BmoLL (figura 5 a).  

Outro fator a ser observado está nas correntes de pico catódicas, onde 

detectamos duas correntes geradas, desde as menores concentrações de galactose 

(40 mM) até a sua maior concentração (100 mM). Sendo assim, podemos perceber 

que embora a galactose se ligue a BmoLL com alta especificidade, o que é 

perceptível pela diminuição dos processos redox, o perfil de redução é mantido 

mesmo com essa diminuição. Podemos ver nitidamente se compararmos os dois 

picos de redução presentes na maior concentração de Galactose (figura 5a, em 

destaque). 
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Figura 5: Voltamogramas cíclicos de interação específica de BmoLL e carboidratos com perfil de 
redução: Interação BmoLL e D-Galactose (A) BmoLL e D-Glicose (B). 

 

Quanto aos estudos de interação eletroquímica envolvendo BmoLL e Glicose, 

outro carboidrato com perfil de redução, as análises voltamétricas não 

demonstraram resultados satisfatórios para interação específica deste açúcar com a 

lectina. Os processos de oxidação e redução não mudaram com o aumento da 

concentração de D-Glicose, bem como não conseguimos ver um potencial de 

redução mantido ao interagir com BmoLL igualmente foi detectado nos experimentos 

realizados com galactose. 

 Conseguimos observar com clareza, ao verificar que os picos de corrente 

catódica e anódica não mudam com aumento de Glicose na solução eletrolítica, 

mantendo-se parcialmente constante. Além disso, mesmo possuindo perfil de 

redução, as correntes catódicas não se manifestaram duplicadas como observado 

com galactose (figura 5 b).  

 Frequentemente, análises de interação eletroquímica específica de 

carboidratos redutores com biomoléculas demonstram um maior potencial de pico 

anódico em ensaios voltamétricos. Em muitos casos essas correntes catódicas 

tendem a vir duplicadas e isso pode ser utilizado como parâmetro de caracterização 

de processos de interação de proteínas específicas a carboidratos com perfil de 

redução (BASSI, et. al., 1999).  

 

 

B A 
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Caracterização eletroquímica por Voltametria Cíclica da interação BmoLL /Bactérias 

endofíticas de B. monandra 

 

 As análises de interação das estirpes endofíticas e BmoLL por Voltametria 

Cíclica seguiram inicialmente do gênero Bacillus spp. e seguindo-se por Burkholderia 

e Enterobacter spp., respectivamente. Partindo dos parâmetros voltamétricos de 

potencial e corrente, as diferentes concentrações de células bacterianas foram 

testadas no eletrodo funcionalizado com BmoLL. 

 Os resultados obtidos nos ensaios com Bacillus spp. nos mostraram a 

necessidade de uma maior concentração de bactérias para ocorrer um processo de 

interação mais específico com BmoLL. Entretanto, podemos detectar este evento ao 

comparar os voltamogramas cíclicos obtidos das diferentes concentrações, onde 

conseguimos verificar uma diminuição significativa dos processos redox a medida 

que aumentamos a concentração de células nas suspensões bacterianas.  

 

 

 

 

A diminuição sequencial dos picos de corrente catódica (ipc) e anódica (ipa) é 

um fator que demonstra a presença de analito em solução sendo detectado pelo seu 

biorreceptor. Neste caso podemos perceber nitidamente a diminuição dos processos 

de oxidação e redução do par redox Fe3+/Fe2+ na interface eletrodo/solução a 

Figura 6: Voltamogramas cíclicos da interação BmoLL e estirpe endofítica Bacillus spp.: Interação 
das células bacterianas em diferentes concentrações com BmoLL (A). Comparativo do perfil de 
interação das bactérias com BmoLL imobilizada e eletrodo limpo(B). 

B A 
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medida que aumentamos a concentração de endófitos, demonstrando assim uma 

tendência inicial  de interação com BmoLL em baixas concentrações na faixa de 10¹ 

UFC/mL-1 e de forma bastante específica nas maiores concentrações o equivalente 

a 108 UFC/mL-1 (figura 6 a). 

Para as suspensões de Bacillus spp. foi necessário de concentrações bem 

mais elevadas para início de interação com BmoLL em comparação as outras 

estírpes. Podemos perceber esse fenômeno observando que, a diminuição dos picos 

catódicos e anódicos no voltamograma foi apenas constatada a partir das 

concentrações equivalente a 10³ UFC/mL-1 comparando-se com os resultados de 

adsorção de BmoLL no eletrodo quimicamente modificado (Figura 6 b). 

Um detalhe a ser observado nesse sentido, refere-se ao fato de que bactérias 

do gênero Bacillus comumente são colonizadoras de raízes e muitas vezes são 

encontradas de forma endofítica em tecido foliar através de movimentação através 

de vasos condutores de seiva bem como através de processos de coevolução 

vegetal promovido principalmente pelo processo de dispersão de sementes  

Para o gênero Burkholderia spp., foi possível constatar uma maior interação 

se comparado com os resultados com Bacillus spp. Isso porque, para gerar uma 

interferência nos processos redox a ser detectado na interface eletrodo/solução, as 

menores concentrações de bactérias (equivalente a 10¹ UFC/mL-1) foi necessária. 

Esse processo pode ser evidenciado de forma clara quando comparamos o 

voltamograma de menor concentração bacteriana e os resultados obtidos para 

eletrodo limpo e BmoLL adsorvida (figura 7 b). 

Podemos também perceber nitidamente que, a medida que aumentamos as 

concentrações de endófitos em cada análise, os picos de corrente catódicos e 

anódicos diminuem de forma linear, demonstrando a interação das células 

bacterianas com BmoLL (figura 7 a). 
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Nas análises realizadas com a estirpe de Enterobacter spp. foi possível 

observar um maior grau de interação com BmoLL. As interferências nos processos 

redox na interface eletrodo solução foram detectadas imediatamente em baixas 

concentrações de células bacterianas (figura 8 a). As diminuições dos picos 

catódicos e anódicos foram detectadas de forma linear semelhante as análises 

realizadas com Burkholderia spp.  

 

 

A B
           

Figura 7: Voltamogramas cíclicos da interação BmoLL e estirpe endofítica Burkholderia spp.: 
Perfil de interação das células bacterianas em diferentes concentrações com BmoLL (A). 
Comparativo do perfil de interação das bactérias com BmoLL imobilizada e eletrodo limpo (B). 

Figura 8: Voltamogramas cíclicos da interação BmoLL e estirpe endofítica Enterobacter spp.: 
Perfil de interação das células bacterianas em diferentes concentrações com BmoLL (A). 
Comparativo do perfil de interação das bactérias com BmoLL imobilizada e eletrodo limpo (B). 

A B
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Todavia, se compararmos com os picos de corrente catódicos e anódicos  de 

eletrodo limpo e de imobilização de BmoLL, podemos perceber que Enterobacter 

spp. demonstrou maior interação, visto que a distância entre os picos de interação 

nas variadas concentrações de bactérias foram bem mais reduzidos se comparados 

aos resultados alcançados para as demais estirpes (figura 7 b). 

A nível comparativo, nas maiores concentrações de células bacterianas 

endofíticas, também podemos observar com clareza a maior interação de 

Enterobacter spp. por BmoLL em comparação aos demais endófitos. Os picos 

catódicos e anódicos demonstram maior diminuição na oxidação e redução na 

interface eletrodo solução detectada pela sonda redox utilizada, seguindo de 

Enterobacter spp., Bacillus spp. e Burkholderia spp., respectivamente.  

 

 

 

 

 

Embora nas maiores concentrações de endófitos do gênero Bacillus tenha 

demonstrado maior interação em comparação a Burkholderia sp., esse processo 

pode estar realcionado a capacidade de promoção de uma possível defesa biológica 

induzida ou não por peptídeos, que neste caso seria a lectina. (LACAVA, et.al., 

2004).Além disso, Bacillus spp., por ser um gênero amplamente presente na 

Figura 9: Interação eletroquímica das estirpes de bactérias endofíticas nas concentrações de 10
5
 

UFC/mL-1 e BmoLL. Voltamogramas do processo de interação de cada uma das estirpes 
endofíticas (A). Comparação com os resultados obtidos para eletrodo limpo e BmoLL imobilizada 
(B). 
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Rizosfera, sendo este um ambiente de grande competição com agentes 

patogênicos, poderá se tornar necessário uma grande quantidade de células 

bacterianas para promoção de defesa, principalmente em mecanismos de indução 

por proteínas e peptídeos (AZEVEDO, 1998). 

Como teste comparativo de interação com as bactérias endofíticas e não-

endofíticas, todas as estirpes endofíticas demonstraram maior interação com BmoLL 

em comparação da estírpe E. coli não endofítica. Os resultados obtidos no 

voltamograma cíclico nos mostra uma grande distância dos picos catódicos e 

anódicos da interação E. Coli,q/BmoLL comparada com Endófitos 

bacterianos/BmoLL, ambos nas maiores concentrações, o equivalente a 105 

UFC/mL-1 (figura 10 a).  

 

 

 

 

 

Além disso, mesmo em concentrações elevadas, E. coli não demonstrou 

diminuição significativa nos processos redox, onde podemos constatar se 

compararmos com os resultados de voltametria cíclica para eletrodo limpo e BmoLL 

imobilizada (figura 10 b). 

Um fator determinante para a interação de lectinas com células bacterianas é 

a capacidade de ligação dessas biomoléculas com ácidos teicóicos e teicurônicos, 

 
 

 

Figura 10: Voltamogramas de Interação eletroquímica entre BmoLL e estirpes bacterianas 
endofíticas e E. coli não-endofítica. Comparação do processo de interação das bactérias em suas 
maiores concentrações equivalente a 10

5
 UFC/mL

-1
 (A). Comparação entre os resultados 

eletroquímicos das estirpes, BmoLL imobilizada e eletrodo limpo (B). 

B
           

A 
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peptidioglicanos e lipopolissacarídeos que participam da composição da parede 

celular do microorganismo. E embora sejam encontrados esses diferentes 

glicoconjulgados nos mais variados gêneros bacterianos, processos de ligação mais 

específicos podem estar relacionados a uma possível indução de resposta biológica.  

Assim podemos então entender o fato da estirpe não-endofitica não se ligar 

facilmente a BmoLL se comparada aos endófitos, bem como a diferença de potencial 

de interação entre BmoLL e cada uma das bactérias endofíticas. Com esses 

resultados, conseguimos então perceber uma especificidade maior de BmoLL para 

as estirpes endofíticas oriundas de folhas de B. monandra em comparação a estirpe 

não-endofítica.  

 

 

Conclusão 

 

A lectina específica para galactose BmoLL demonstrou interação específica 

para todas estirpes bacterianas endofíticas isoladas de folhas de Bauhinia 

monandra, sendo detectado uma especificidade maior pelo gênero Enterobacter spp. 

O perfil de interação de BmoLL por galactose como estratégia de caracterização 

eletroquímica demonstrou resultados satisfatórios, podendo ser uma metodologia de 

caracterização adicional as técnicas convencionais existentes. 

Torna-se importante observar que a atividade de aglutinação permite 

especular uma possível relação entre BmoLL e endofíticos das folhas de Bauhinia 

monandra (RAMOS, et. al. 2016). E várias lectinas de plantas têm interagido de 

alguma forma com diferentes patógenos (MACEDO et al., 2007; SOUZA et al., 

2011). 

Os resultados de atividade aglutinante das células bacterianas  endofíticas 

pela ação de BmoLL demonstraram resultados parecidos com aqueles obtidos por 

eletroquímica. Foi possível observar a atividade aglutinante de BmoLL em maiores 

títulos para a estírpe endofítica Enterobacter spp. E em paralelo conseguimos 

detectar uma maior interação específica desta bactéria eletroquimicamente por 

BmoLL atráves dos procedimentos realizados por Voltametria Cíclica mesmo em 

suas menores concentrações. 

O fato de BmoLL ter demonstrado interação maior a estirpe do gênero 

Enterrobacter sp., poderia estar relacionado a uma possível indução a resistência 
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contra o ataque de fitopatógenos microbianos.  
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4 CONCLUSÕES 
 

 Com os resultados obtidos, foi possível definir a interação da lectina BmoLL 

com as estírpes bacterianas endofíticas isoladas de folhas de Bauhinia 

monandra; 

 O mecanismo de interação eletroquímica entre a lectina BmoLL e as estírpes 

bacterianas, pode ser um método adicional para caracterização eletroquímica 

de lectinas em grandes quantidades de amostra protéica purificada; 

 As diferanças no processo de interação detectados no ensaio de aglutinação, 

bem como nas análises eletroquímicas, demonstraram uma maior interação 

de BmoLL pela estírpe endofítica Enterobacter sp.; 

 Diante de resultados consultados na literatura sobre a capacidade de 

endófitos do gênero Enterobacter sp. promoverem mecanismos de combate a 

fitopatógenos, acredita-se que a interação específica por BmoLL esteja 

relacionada a um possível mecanismo de indução a resistencia contra 

agentes fitopatogênicos; 

 Testes para verificação da capacidade de BmoLL promover indução a 

resistência Sistêmica a endofíticos, pode ser um possível mecanismos de 

defensivo agrícola no futuro; 

 Estudos de bioinformática, como proteômicos e metabolômicos, podem ser 

promissores para o entendimento dos possíveis mecanismos envolvidos entre  

lectina e bactérias endofíticas e suas aplicações. 
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5 SÚMULA CURRICULAR 
 
 

 Curso de aperfeiçoamento PCR em tempo real - Técnicas em Biologia 

Molecular II. (Carga horária: 60h). Núcleo de Aprimoramento Científico, 

NACIENTÍFICO, Brasil; 

 Curso de aperfeiçoamento Técnicas em Biologia Molecular I. (Carga 

horária: 60h). Núcleo de Aprimoramento Científico, NACIENTÍFICO, Brasil; 

 Curso de aperfeiçoamento Sequenciamento de DNA (SANGER) - Técnicas 

em Biologia Molecular III. (Carga horária: 60h). Núcleo de Aprimoramento 

Científico, NACIENTÍFICO, Brasil; 

 Curso de aperfeiçoamento Técnicas em Cultura Celular. (Carga horária: 

60h). Núcleo de Aprimoramento Científico, NACIENTÍFICO, Brasil; 

 Curso de aperfeiçoamento Análise de DNA em Softwares. (Carga horária: 

60h). Núcleo de Aprimoramento Científico, NACIENTÍFICO, Brasil; 

 Minicurso Biossensores: Alternativa de Diagnóstico para a COVID-19. 

(Carga horária: 2h). Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil; 

 6° Encontro Brasileiro em Inovação Terapêutica – 6° EBIT. Universidade 

Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil; 

 Curso Soluções biotecnológicas aplicadas às ações de enfrentamento à 

COVID-19. (Carga horária: 45h). Universidade Federal de Pernambuco, 

UFPE, Brasil. 

 IX Curso de Inverno em Genética e Biologia Molecular. (Carga horária: 

10h). Universidade Estadual de Santa Cruz, UESC, Brasil. 
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