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RESUMO

A espécie vegetal Bauhinia monandra Kurz., pertencente a familia das
Fabaceae e amplamente distribuida no territério brasileiro é conhecida
popularmente como “pata de vaca” e utilizada principalmente na medicina pelo
uso no tratamento de inflamagdo e diabetes. Bactérias endofiticas podem
promover inUmeras vantagens a suas plantas hospedeiras, como indugéo do
crescimento e defesa contra agentes patogénicos. Lectinas sdo proteinas
reconhecedoras e ligantes de carboidratos e promovem diversas atividades
biologicas. Em alguns estudos ja foi demonstrada a capacidade de lectinas
aglutinar  células bacterianas endofiticas sem promover atividade
antimicrobiana. Processos de caracterizacdo de lectinas sdo fundamentais para
definicho de sua estrutura e funcdo, sendo empregados métodos
convencionais e diferenciados para este processo, como a técnica
eletroquimica de voltametria ciclica. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
interacdo entre bactérias endofiticas e a lectina galactose especifica BmoLL
isoladas de folhas de B. monandra com técnicas de aglutinacéo e eletroquimica
como estratégia de caracterizacdo da lectina. Nos ensaios de aglutinacao
BmoLL foi testada para trés estirpes bacterianas Bacillus sp., Burkholderia sp.
e Enterobacter sp., onde a lectina promoveu maior atividade aglutinante em
células de Enterobacter sp. em titulos de 1.024t. E em ensaios de inibicdo por
galactose, ainda manteve atividade aglutinante para Enterobacter sp. em titulos
de 8. Nos ensaios eletroquimicos com Voltametria Ciclica, as diminuicées das
correntes de pico catédica e anddica de BmoLL imobilizada em eletrodo de
ouro na presencédo de carboidratos redutores glicose e galactose, foi possivel
perceber a interacdo eletroquimica especifica da lectina por galactose. Nos
ensaios com as bactérias endofiticas, BmoLL imobilizada em eletrodo de ouro
promoveu interagcdo com as trés estipes endofiticas testadas, sendo detectado
uma diminuicdo dos processos de oxidagao e reducdo na interface
eletrodo/solucéo a medida que aumentava a concentracdo de bactérias. Diante
dos resultados foi possivel perceber a possibilidade de caracterizacéo
eletroquimica da lectina BmoLL na interagdo com bactérias endofiticas de
folhas de B. monandra.

Palavras-chave: Bactérias endofiticas; Caracterizacéo de lectinas; Eletroquimica.



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 1,024, And in galactose inhibition assays, it still maintained agglutinating
activity for Enterobacter sp. in 8! 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 INTRODUCAO

Micro-organismos endofiticos frequentemente estdo relacionados com a
sanidade de suas plantas hospedeiras, principalmente pela producdo ou até mesmo
inibicdo da sintese de metabodlitos secundarios, podendo conferir inUmeras
vantagens, tais como: protecado contra herbivoria, micro-organismos fitopatogénicos
ao produzir compostos antimicrobianos, aumento da resisténcia a condicfes de
estresse e alteracdo em propriedades fisiolégicas (STROBEL, 2001; BANDARA et
al., 2006; AZEVEDO; ARAUJO, 2007).

Bactérias endofiticas muitas vezes estdo relacionadas com processos de
defesa contra agentes patogénicos e inducdo do crescimento vegetal, sendo acdes
promovidas por mecanismos bioquimicos e fisiolégicos no interior de seu vegetal
hospedeiro (GARCIA, et al., 2015). Muitas dessas estratégias sdo executadas de
forma direta, porém h& outras possibilidades indiretas de atuagdo, como em
processor de inducdo ao crescimentto, bem como na defesa contra agentes
patogénicos por resisténcia induzida (HARDOIM et al., 2015).

Podemos definir lectinas como proteinas reconhecedoras e ligantes de
carboidratos, sendo uma das biomoléculas naturais mais pesquisadas, fator
decorrente de sua capacidade de realizar interacdo reversivel e especifica com
mono, oligo e/ou polissacarideos 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 bioquimicas importantes
(SANTOS, et al., 2011). Atividades bioldgicas tais como: antimicrobiana, inseticida e
crescimento vegetal sdo bastante descritas na literatura, podendo estas serem
fatores importantes na adaptacdo evolutiva vegetal existente (PEUMANS; VAN
DAMME, 1998).

Conhecida por varios nomes populares, tais como “pata de vaca”, “mao de
vaca’, a espécie vegetal Bauhinia monandra (Fabaceae) possui grande valor
comercial por ser utlizada para fins forrageiro, ornamental e principalmente
medicinal, sendo este Ultimo pelos estudos quanto a atividade antidiabética e
antioxidante de seus extratos (MARTINS et al., 1995; FERNANDES et al., 2012).

De um modo geral é perceptivel o aspecto saudavel de folhas de B.

monandra. e acredita-se que este fator esteja correlacionado a uma possivel
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interacao entre lectinas presentes na folha com microorganismos de sua microbiota
endofitica. (RAMOS, et al., 2016). Diante disso, tem se sugerido um mecanismo de
acao quanto a producdo de metabdlitos com atividade antimicrobiana ou competicao
por nutrientes entre microorganismos endofiticos e eventuais patdgenos
colonizadores (BACILIO-JIMENEZ et al., 2001).

Varios estudos demonstram a capacidade de lectinas em aglutinar bactérias e
outros microorganismos fitopatogénicos, tais como os fungos (RATANAPO, et al.
2001). Todavia, em muitos casos € importante observar a interacdo entre 0s
endofiticos e a planta hospedeira, pela qual pode promover aos micro-organismos
produzirem metabdlitos iguais ou semelhantes (AZEVEDO, 2014).

No estudo de Gao et al. (2003) demonstrou-se que plantas superiores
possuem a capacidade na producdo de compostos que estimulam ou inibem
especificamente a resposta em bactérias e outros microorganismos. Porém este
aspecto ndo é caracterizado em todos 0s micro-organismos presentes na planta
hospedeira.

Véarios estudos demonstram a capacidade de lectinas em conseguirem
aglutinar bactérias e fungos fitopatogénicos (RATANAPO, et al. 2001) e
actinobactérias. Entretanto em muitos casos o processo de aglutinacdo, bem como
funcdo biocida ou biostatica frequentemente ndo se manifestam em algumas
espécies de microorganismos néo patogénicos.

Torna-se importante observar que a atividade de aglutinacdo permite
especular uma possivel relacdo entre BmoLL e endofiticos das folhas de Bauhinia
monandra (RAMOS, et al. 2016). E varias lectinas de plantas tém interagido de
alguma forma com diferentes patégenos (MACEDO et al.,, 2007; SOUZA et al.,
2011).

No processo de caracterizacdo de lectinas, a avaliagéo in vitro da atividade
hemaglutinante de eritrécitos glutarizados de coelhos e/ou humanos é amplamente
utilizada (GUZMAN-PARTIDA, et al., 2004; SILVA, et al., 2012). Sendo uma
metodologia adicional para as analises eletroforéticas e de focalizagdo que também
fazem parte do processo de caracterizacdo de proteinas (SHARON; LIS, 2002).

A caracterizacdo eletroquimica de proteinas possui vantagens no ponto de
vista do uso de pouca quantidade de amostra protéica e pelo fato de podermos obter
resultados de interagdo especifica entre a proteina (bioreceptor) e seu analito

(ligante alvo) com a utilizacdo de diversas técnicas, sendo as voltamétricas a
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exemplo da Voltametria Ciclica e impedimétricas como a Espectroscopia de
Impedancia Eletroquimica, usadas com mais frequéncia (ANDRADE, et al., 2009;
OLIVEIRA, et al., 2011b).

Com o aumento de elaboracdo 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
utilizacdo de camadas intermediarias de diversas composicdes, tais como polimeros
condutores e estruturas metalorganicas (SOUZA, et al., 2001; EDLA, et al., 2008;
OLIVEIRA, et al., 2011a).

Entretanto a possibilidade de adsorcéo direta de proteinas em superficie de
eletrodos por modificacbes quimicas vem sendo bastante relatadas. Em alguns
casos, tratamentos quimicos ou até mesmo eletroquimicos, tais como processos de
oxidagdo quimica inicial pode promover a ligacdo de proteinas biorreceptoras em
eletrodos de diferentes composicfes sem a necessidade de camadas intermediarias
(DINIZ, et al., 2003; DINIZ; UETA, 2004).

Técnicas eletroquimicas como a Voltametria Ciclica (CV) e Espectroscopia de
Impedancia Eletroquimica (EIE) sdo amplamente usadas na elaboracdo de
biossensores para diagnosticos de doencas, monitoramento ambiental, bem como
diversos outros fins (DAMOS, et al., 2004; SOUZA, 2012). Alguns estudos
demonstraram a interacdo de lectinas em eletrodos de variadas composicées
através de técnicas eletroquimicas, tanto para a sua caracterizacéo, quanto na forma
de biorreceptores para o uso em biossensores (ANDRADE, et al., 2011; OLIVEIRA,
et al., 2011).

Pesquisas que demonstrem o0s possiveis mecanismos de interacdo entre a
lectina de folhas de B. monandra (BmoLL) e microorganismos da microbiota
endofitica sdo carentes na literatura cientifica, como também sobre a interacdo de
lectinas de folhas com endofiticos foliares.

E uma possivel determinacdo desses processos, pode ser um ponto chave
promissor para definicdo da dindmica entre enddfitos-lectina-hospedeiros, bem como
ird favorecer no conhecimento dos possiveis mecanismos de sintese de novas
substancias de interesse biotecnoldgico, tais como para defesa agricola contra
micro-organismos fitopatogénicos e controle biolégico.

Além disso, existem muitos estudos que utilizam lectinas como biorreceptores

adsorvidas em diferentes tipos de eletrodos como ferramenta de caracterizacao.
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Pesquisas realizadas por Andrade et al. (2011) comprovou a interacdo da lectina
BmoLL em eletrodo de ouro por adsorcdo direta e através da utilizacdo de
nanocompaosito hibrido organico/inorganico.

Desse modo, estudos de caracterizagao eletroquimica envolvendo a interacao
de BmoLL com células bacterianas da microbi6ta endofitica das folhas de Bauhinia
monandra ainda ndo foram realizadas. E diante da possibilidade de lectinas se
ligarem especificamente a alguns endofitos bacterianos, pode ser uma feramenta

promissora na caracterizacdo dessas biomoléculas.



19

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 GERAL

Avaliar e caracterizar as interacdes biomoleculares entre a lectina galactose
especifica (BmoLL) e microorganismos da microbiota endofitica, isolados de folhas

de Bauhinia monandra por técnicas eletroquimicas.

1.1.2 ESPECIFICOS

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

previamente estabelecido;

e Reativar as estirpes de bactérias oriundas da microbiota endofitica foliar de

B. monandra previamente identificadas;

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

endofiticas, a fim de verificar a interagdo micro-organismos/lectina;

e Funcionalizar eletrodo de ouro com a lectina BmoLL por oxidacao quimica

com acido nitrico;

e Caracterizar eletroquimicamente a adsorcdo da BmoLL no eletrodo através

da interacdo com carboidratos redutores em concentragdes diferentes;

e Utilizar as técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica para avaliar os

processos de interacdo BmoLL/bactérias endofiticas;

e Caracterizar a BmoLL através da avaliagdo eletroquimica da interagédo

desta lectina com as estirpes endofiticas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ESPECIE VEGETAL BAUHINIA MONANDRA

Bauhinia monandra Kurz., consiste em uma éspecie vegetal amplamente
distribuida no territério brasileiro. O epiteto especifico “monandra” é referente ao fato
de suas folhas possuirem um unico estame (SOUZA, 2012). Esta espécie faz parte
de um género pertencente a familia Fabaceae, e detém uma caracteristica 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 disseminag¢do de diversos nomes
populares em diferentes lugares do Brasil (MARTINS, et al., 1995). Dos mais
variados nomes populares séo: “pata de vaca”, “méo de vaca’, “unha de vaca”,
dentre outros, que sao utilizados para identificacdo e comercializacdo da espécie
vegetal (BORGES; MENDONCA, 2009).

No Nordeste, especificamente no estado de Pernambuco, além da B.
monandra, podemos encontrar outras espécies do mesmo género, 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 as 13:40 hrs.

B. monandra, também possui uma caracteristica interessante, que seria a sua
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alta floracdo com aspecto de muita beleza, o que favorece o uso desta espécie para
fins ornamentais e capacidade do uso para fins forrageiros em alimentacédo de
animais por possuir sementes ricas em vitamina A, sendo sementes oriundas das
vagens que surgem apos o processo de floracdo (FLORES, et al., 2017; SANTOS, et
al.,, 2014). Muito embora, as aplicacbes no ambito medicinal sdo bem mais
exploradas na medicina popular, bem como na pesquisa cientifica (LORENZI;
MATOS, 2002).

Dentre as atividades biolégicas promovidas por esta espécie para saude, esta
na utilizacdo de suas folhas para o tratamento do diabetes pela capacidade dos
principios ativos da planta promover o controle dos indices glicémicos (MENEZES,
et al., 2007; SISENANDO, 2009). Além disso, as sementes de B. monandra possui
altos indices de acidos graxos oléicos e linoleicos, sendo também muito importantes
em processos de coagulacdo sanguinea, dor e inflamacdo (MOYNA; HEINZEN,
2003).

2.2 LECTINAS VEGETAIS

Podemos considerar lectinas como proteinas altamente versateis pela sua
atuacdo em sistemas biologicos, onde em muitos casos estdo envolvidas na
promocdo de defesa contra patdégenos de diferentes naturezas, bem como no
processo de sinalizacdo em possiveis danos causados em superficies 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; LOPEZ-VANCELL,
2010), micro-organismos como bactérias e fungos (HAMSHOU, VAN DAMME &
SMAGGHE, 2010; ZINGER-YOSOVICH, et al., 2011), como também ha a
possibilidade de sua obtencdo em plantas, sendo em sua maioria (SALLES, et al.,
2011).

Lectinas vegetais sdo 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 raizes primarias e
secundarias (SOUZA, et al., 2011; YAN et al., 2010), caule, folhas (SALLES, et al.,
2011) e até mesmo sementes (WU, WANG & NG., 2011).

Lectinas de raizes tendem a promover inumeras acdes bioldgicas,
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principalmente na defesa direta contra agentes patogénicos e até mesmos no
combate de insetos e outros artropodes com habito de herbivoria (MACEDO et al.,
2007; SILVA, et al., 2019). Em lectinas de outras estruturas, a exemplo de tecidos
foliares, tendem a promover atividades biolégicas pela qual favoreca a manutencéo
bioguimica e fisiologica da planta levando em consideracdo que este ambiente é
suscetivel a acdo de agentes bidtico e abidticos (FREIRE, et al., 2002;
VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, et al., 2011).

Os processos de interacdo proteina-carboidratos executados por estas
biomoléculas sdo um dos pontos chaves para o sucesso em diversas atuacdes
biologicas (KENNEDY, et al., 1995). Lectinas possuem no minimo um dominio nao
catalitico que promove ligacdo a carboidratos de forma especifica, seletiva e
reversivel (CAMACHO, 2007; PEUMANS; VAN DAMME, 1995). E muitos desses
acucares podem ser encontrados em superficies de células eucaridticas e
procarioticas.

Lectinas sado classificadas por diversos critérios, sendo um dos principais a
presenca e quantidade de dominios com sitios de ligacdo para carboidrato
especifico e/ou até mesmo de um sitio catalitico (ISKRATSCH, 2009). O grau de
especificidade para carboidratos e/ou glicoconjulgados € dependente da
conformacdo dos sitios de ligacdo, o que € influenciado pela constituicdo
aminoacidica destas regibes (NEUMANNA, et al.,, 2004; KHANG; JEAN-LUC;
HOEBEKE, 1990).

Levando em conta o critério citado acima, lectinas que possuem apenas um
dominio capaz de reconhecer carboidratos sdo denominadas como Merolectinas,
consideradas assim monovalentes e ndo sdo capazes de aglutinar células e/ou
precipitar glicoconjulgados (LIU; BIAN; BAO, 2010; VAN PARIJS et al, 1991).
Quando ha a presenca de dois dominios iguais ou similares a nivel conformacional e
estes sdo capazes de se ligarem a carboidratos, denominamos entdo de
Hololectinas, sendo a maioria de lectinas pertencentes a esta classe (CAVADA et
al.,2001). Por possuirem esta caracteristica, hololectinas podem ser divalentes ou
multivalentes, o que permite a aglutinacdo de células, a exemplo de eritrgcitos e
capacidade de aglutinar glicoconjulgados (HAMID, et al., 2013).

Hololectinas que possuem divergéncia estrutural em seus dominios de ligagédo
a carboidratos, denominamos de Superlectinas , pois esta diferenca conformacional

de dominios permite a ligacdo de diferentes carboidratos na mesma proteina (VAN
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DAMME et al., 1996; VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, 2011). Quando o
dominio de ligacdo especifico para carboidratos estdo em associagdo com outro
dominio com capacidade de realizar atividade catalitica ou outra atividade biologica
considerada distinta, denominamos entdo como Quimerolectinas A depender da
quantidade de dominios de ligacdo a acuUcares, estas lectinas podem se
subclassificar também como mero ou hololectinas.

(PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

Vérios estudos tem demonstrado o uso de lectinas em diversas aplicagoes,
como na biologia molecular e farmacologia, utilizadas como estratégias eficazes na
investigacdo de muitos mecanismos bioquimicos e fisiolégicos (ZHANG, et al.,
2009). Lectinas podem ser utilizadas na deteccdo de células normais e
transformadas, a exemplo de deteccdo de céluas tumorais (ZHANG; SUN; WANGA,
NG, 2010) e infeccdo por patdogenos e mecanismos de acdo destes, como
modificacdo da superficie célular e fatores de viruléncia de microorganismos
diversos (LAKHTIN; LAKHTIN; ALYOSHKIN, 2011; RAMBARUTH; DWEK, 2011).

Diversas outras aplicacbes na biologia estdo voltadas para atividade
mitogénica (DRESCH, et al., 2012), induc&do da morte celular programada, apoptose
(PENG, et al., 2009) e na microbiologia, além da avliagdo de mecanismos de acao
de microorganismos, ha estudos focados para atividade antbacteriana, antifingica e
ativiral (CHARUNGCHITRAK, et al., 2011).

Em pesquisas envolvendo a sanidade vegetal, lectinas podem estar
relacionadas a acédo de defesa contra microorganismos patogénicos, tanto por acao
direta, quanto pos processos de sinalizagdo promovidos pelo contato com a
superficie celular de microorganismos e até mesmos das plantas (RAMOS, et al.,
2016). A membrana e parede celular de fitopatdgenos possui parte de sua
constituicdo de alguns carboidratos potencialmente especificos para algumas
lectinas, onde esta interacdo proteina-carboidrato permite uma acdo 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 Lectinas isoladas da espécie vegetal Bauhinia monandra e suas

aplicacdes

Dentre as inUmeras estruturas e tecidos presentes na espécie vegetal B.
monandra, as folhas e as raizes secundarias foram as que se obteve lectinas até o
presente momento. A lectina extraida de folhas desta espécie vegetal chamada
BmoLL, possui dominios com sitios especificos 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 guar e
eluida com seu carboidrato especifico (galactose). E analises eletroforéticas por
SDS/PAGE, elucidaram a sua estrutura secundaria composta por duas subunidades

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

Em alguns estudos, BmoLL vem sendo utilizada para diversas aplicacfes
biolégicas pela sua alta capacidade em se ligar a residuos 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 utilizacdo 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
antifangica para patégenos do género Fusarium (F. solani, F. lateritium, F.
fusarioides, F. moniliforme e F. Verticiloides), bem como capacidade de aglutinacéo
e inibicdo do crescimento de bactérias gram-poitivas e gram-negativas (SILVA,
2008)..

A atividade antidiabética in vivo de BmoLL foi analisada em ratos diabéticos,
onde concentracfes equivalentes a (2 mg/Kg) promoveu acéo hipoglicemiante no
sangue de ratos induzidos a diabetes mellitus tipo 2, promovendo reducé&o dos
niveis de glicose de forma mais eficaz comparada a farmacos comerciais
(EVANGELISTA, 2018; OLIVEIRA, 2019) .

Estudos quanto a atividade inseticida também sao relatados. Macedo et al.,
(2007) detectou a atividade inseticida de BmoLL contra artrOpodes das espécies

Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae) e Callosobruchus maculatus
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(Coleoptera: Bruchidae), demonstrando assim a possibilidade de aplicagdo no
controle biolégico de pragas bem como em agentes vetore de doencgas.

Processos de utilizacdo de lectinas como estratégias de marcacdo de
carboidratos e possivelmente células também vém se tornando cada vez mais
utilizados em pesquisas cientificas, tais como para marcacdo de tecidos normais
elou transformados e até mesmo células de diferentes patdégenos, a exemplo de
bactérias e fungos (CASTRO NETO, 2008). Dentre as possibilidades de aplicacbes
de lectinas nesse sentido, est4 na transformacéo dessas proteinas em nanossondas
biolégicas ao bioconjulga-las com Pontos quanticos (quantum dots), que séao

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

A lectina BmoLL foi bioconjulgada com pontos quanticos de Telureto de
Cadmio (CdTe), sendo estes testados em eritrécitos quanto a sua capacidade de
marcacdo de células, demonstrando ser uma metodologia muito valiosa para
estudos de marcacado de células e tecidos normais e/ou transformados, bem como

aplicacoes diversas na biofotonica (OLIVEIRA, et al., 2020).

A lectina obtida de raizes secundarias de B. monandra, descrita como
BmoRoL, possui caracteristicas similares a BmoLL, quanto ao processo de
purificacdo e especificidade para o carboidrato Galactose. Entretanto possui
algumas diferencas, como a capacidade de se ligar a residuos de N-
Acetilgalactosamina (SOUZA, 2012). Dentre as atividades biolégicas importantes
detectadas, a capacidade de BmoRoL na acdo antifungica contra fitopatégenos da
espécie Fuzarium solani, termicida contra Nasutitermes corniger e ligacdo 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 caracterizagdo de lectinas

Processos de caracterizacdo de proteinas tem sua importancia no
conhecimento da estrutura e funcdo de um peptideo de interesse antes de sua
aplicacdo para fins biolégicos. Muitas das estratégias voltadas para avaliacdo da
atividade biologica especifica e estrutural sdo também amplamente aplicadas para a

caracterizacao de lectinas, sendo o primeiro frequentemente utilizado a avaliacéo da
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(HA) atividade hemaglutinante (NASCIMENTO, et al., 2017; SHARON; LIS, 2004). O
ensaio de hemaglutinagédo pode ser facilmente realizado, aplicando a amostra em
eritrocitos de mamiferos previamente tratados, sendo um método simples e rapido
de deteccéo de lectinas em amostras (COSTA, et al., 2010; SILVA, et al., 2012).

As hemaceas assim como muitas células, possuem carboidratos em sua
superficie e em muitos casos possuem residuos de carboidratos especificos em
maior quantidade, sendo possivel assim definir a presenca de lectina na amostra e
dessa forma, considera-se um ensaio semiquantitativo (GUZMAN-PARTIDA, et al.,
2004; HIRABAYASHI; KUNO; TATENO, 2011). Para avaliar o processo de
hemaglutinacdo, a amostra lectinica € serialmente diluida em microplacas onde se
analisa a concentracdo minima pela qual é capaz de aglutinar uma concentracéo de
eritrocitos tratados (COELHO; SILVA, 2000).

Para determinacdo de carboidrato(s) especifico(s) de lectinas costuma-se
realizar ensaios de inibicdo de atividade hemaglutinante, onde a diluicdo de amostra
lectinica em solucdo tampéao é aplicada concentracdes determinadas de diferentes
carboidratos e/ou glicoproteinas a fim de verificar uma possivel inibicdo no processo
de hemaglutinacdo de eritrécitos pré-tratados com glutaraldeido (CORREIA,;
COELHO, 2008).

Como um dos critérios de classificacdo de lectinas estad relacionado a
presenca e quantidade de dominios protéicos, outros métodos de caracterizacao
também sdo empregados levando em consideracao este ponto de vista, baseado na
predicdo da estrutura e quantidade dominios da proteina (HOLLE, et al., 2017).
Métodos como a Eletroforese SDS/PAGE, PAGE em condi¢cdes desnaturantes,
Eletroforese bidimensional sdo frequentemente empregadas para definicdo da
guantidade de dominios e isoformas presentes na lectina (PAJIC, et al.,, 2002;
RITTIDACH; PAIJIT; UTARABHAND, 2007).

Outros métodos como a analise da possivel sequéncia de aminoacidos
(SOUZA, et al., 2003), Cristalografia de Difracdo de Raio-X, Ressonancia Magnética
Nuclear (MILLER; KLYOSOV; MAYO, 2012), Dicroismo circular (YAO; PAN; ZHOU,
2012) e proteébmica (VAREJAO, et al., 2010), s&o aplicadas para definicdo da
estrutura secundaria, terciaria, quantidade de dominios presentes, bem como até

mesmo a estrutura quartenaria da lectina estudada (SHARON; LIS, 2002).
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Outras técnicas baseadas na especificidade da lectina por determinados
carboidratos sdo as técnicas eletroanaliticas, onde ha possibilidade de
imobilizacdo de lectinas em eletrodos de diferentes composi¢cdes a fim de analizar a
capacidade dessas proteinas se ligarem de forma especifica a glicoconjulgados e
até mesmo células inteiras (DINIZ; UETA, 2004; UETA, 2002). Além disso, ha a
possibilidade de analizar a presengca de muitos eventos envolvidos no processo e
interacdo proteina/carboidrato, a exemplo da acdo de ions metalicos, temperatura
ideal para o processo de adsorcao, estabilidade, pH e muitos outros eventos fisico-
guimicos (ANDRADE, et al., 2005, SANTOS, et al., 2013).

Com a versatilidade de técnicas eletroquimicas na caracterizacao de lectinas,
como as Voltamétricas e Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica (EIE), h4 a
possibilidade dessas proteinas servirem como eventuais sondas bioldgicas
(biorreceptores) em biossensores para diferentes aplicacbes (ANDRADE, et al.
2011; SILVA JUNIOR, et al., 2018). Embora exista desvantagem no ponto de vista
de algumas analises precisarem de tratamentos elaborados para adsorver
determinadas lectinas em eletrodos, a quantidade de amostra protéica € bem menor
comparado a outros métodos, demonstrando assim a possibilidade de empregar a
eletroanalitica como ferramenta adicional na caracterizacdo de lectinas purificadas

em grandes lotes.

2.3 MICROORGANISMOS ENDOFITICOS

Podemos considerar microorgarnismos endofiticos 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
orgaos de plantas, tais como raizes, caule, folhas e até mesmo sementes, tanto em
espacos intercelulares quanto intracelulares (HARDOIM et al., 2015; PAPIK et al.,
2020).

Endofitos se proliferam logo apds penetrarem internamente aos tecidos de
plantas e esta entrada no vegetal o qual se tornara 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 estométicas ou ativamente ao secretarem enzimas hidroliticas (KASANA
et al., 2008; TROGNITZ et al., 2016; FRANK et al., 2017).

Para a colonizacdo e formacdo de uma microbiéta endofitica, sdo utilizadas
varias 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 disseminagcao e adesao na raiz e seguindo
de distribuicdo nos mais diversos tecidos da planta hospedeira (GIRI; DUDEJA,
2013).

A interacdo enddfito/hospedeiro pode ser considerada simbidtica ou neutra.
Por simbiose, o vegetal hospedeiro disponibiliza nutrientes necesséarios para
sobrevivencia do microorganismo e em troca recebe protecdo contra doencas e
predadores, bem como subsidios para o seu crescimento (ARAUJO, 1996; CONTI;
GUIMARAES; PUPO, 2012). Por neutralizagdo, o microorganismos ao adentrar o
tecido vegetal promove uma resposta biologica pela planta, onde dependendo da
sanidade do vegetal, poderd mesmo assim permitir a entrada do micrrorganismo,
gue por sua vez, de possivel patdgeno se tornard endofito, podendo promover
inUmeros beneficios ao seu hospedeiro (GODINHO, 2016; PITTNER, 2016;
RESENDE, et al., 2007; ROMEIRO, 2011).

Podemos encontrar em uma microbiota endofitica, bactérias, fungos e até
mesmo actinobactérias, sendo em nivel de quantidade e diversidade dependera de
espécie para espécie (ROCHA, et al., 2009). Muitas pequisas vém demonstrando a
capacidade de endofitos em produzirem uma infinidade de substancias, tais como:
enzimas, toxinas, fatores de crescimento vegetal, compostos antimicrobianos,
antitumorais, inseticidas e muitas outras de grande importancia na biotecnologia
AZEVEDO; ARAUJO, 2007; KHALDI et al., 2010). Diante desses fatores, a busca
por pesquisas mais aprofundadas em relacdo a sintese de produtos para diversas

aplicacdes na biotecnologia.

2.3.1 Bactérias endofiticas

Bactérias endofiticas podem ser encontradas na maior parte das espécies
vegetais existentes, principalmente pela sua capacidade de realizar inUmeras
interacbes bioldégicas em diferentes tecidos e estruturas vegetais sem causar

nenhum dano visivel, 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 presenca dessas bactérias em muitas
espécies vegetais, inclusive de grande interesse econémico, a exemplo do algodao,
cevada, cana-de-acucar, soja, videira, dentre muitas outras (PINON, et al., 2002;
SOUZA, et al.,, 2001). Sendo aplicadas em estudos de avaliacdo na indugédo do
crescimente, germinacdo e atividade antimicrobiana para muitos fitopatégenos
considerados um problema a nivel agronémico (PAPIK, et al., 2020; PARTIDA-
MARTINEZ, et al., 2007).

De uma forma geral, a origem das bactérias endofiticas se dar inicialmente
pela infestacdo de outros procariotos da microbiota epifitica de plantas, onde se
proliferam através da regido da rizosfera, filosfera ou até mesmo em sementes no
momento da germinacdo (COMPANT, et al., 2008). E a entrada destas é facilitada
principalmente pela presenca de feridas naturais nos tecidos, bem como por
processos cataliticos realizados por enzimas hidroliticas, tais como pectinases e
celulases ((HALLMANN, 1997; KANG; MILLS, 2004). Bactérias endofiticas
colonizadoras de raizes, Rizobacterias podem promover inlUmeras vantagens,
principalmente pelo fato das raizes serem a primeira estutura a sofrer danos fisicos
pela atividade de crescimento por gravitropismo positivo, bem como acdo de
patbgenos presentes neste ambiente de altissima (DEY, et al., 2004; DIMKPA,
2009).

Colonizadoras de tecidos foliares frequentemente necesssitam lhe dar com os
estresses recorrentes nesse ambiente. A regido foliar € muito importante para os
processos fotossintéticos das plantas o que é de se esperar a a¢ao de raios solares
e diversos outros eventos abidticos que venham a afetar essas estruturas
(AZEVEDOQO, et al., 2002; BARRETTI; SOUZA; POZZA, 2008). Outro fator associado
ao ambiente da filosfera sdo 0s possiveis patdgenos presentes na microbiota
epifitica que podem muitas vezes, possuirem mecanismos de a¢do para invadir 0s
tecidos foliares e se instalarem como agentes causadores de doencas (AZEVEDO,
1998; MACCHERONI; ARAUJO; LIMA, 2004).

Bactérias endofiticas da regido foliar, muitas vezes nao so estao relacionadas

a inducdo do crescimento vegetal, mas principalmente na promocdo de defesa
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contra diversos agentes patogénicos por diferentes mecanismos, podendo estes
serem bioquimicos pela sintese de compostos que combatem esses agentes ou
fisicos, através de barreiras biologicas formadas por estes microorganismos o que
pode gerar um processo de competicdo bastante vantajosa (ARAUJO, et al., 2002;
BANDARA, et al., 2006).

2.3.2 Principais atividades biol6gicas de Bactérias endofiticas em plantas

Pela diversidade de interacbes bioquimicas e fisioldgicas que bactérias
endofiticas podem realizar com seus hospedeiros vegetais, ha uma gama de
aplicacbes bioldgicas possiveis de serem detectadas. Dentre estas podemos
destacar a promoc¢ao do crescimento vegetal e atenuacdo de doencas pela inducéo
da defesa contra agentes fitopatogénicos, 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 a¢do de bactérias endofiticas que favorecem a sanidade vegetal
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Fonte: O autor.
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Processos de crescimento vegetal podem ser induzidos por bactérias
endofiticas através de estimulos diretos ou indiretos. De forma direta, ocorre quando
0 microorganismo produz hormonios ou compostos que promovem efeito similiar que
permita um estimulo ao crescimento de diversas estruturas do vegetal hospedeiro
(ASGHAR, et al., 2002; GUO et al. 2008). J& de forma indireta, ocorrem processos
de inducdo promovidos pela facilitacdo na absorcdo de nutrientes e sais minerais,
gue sdo extremamente ideais para o crecimento da planta como fixagdo de N
(ANTOUN, et al., 1998), solubilizacdo do fosfato (CHABOT, et al., 1996), bem como
na disponibilidade de nutrientes, tendo em vista que enddfitos também podem
produzir metabdlitos secundéarios que favorecem o processo de crescimento vegetal
(PEREZ-GARCIA et al., 2011, ZHANG et al. 2011)

Outra grande vantagem que bactérias endofiticas podem propiciar a planta
hopedeira estd na capacidade de estabelecer mecanismos de defesa contra
espécies fitopatogénicas (ARAVIND, et al., 2010; GOVAN, 1993; COMPANT, et al.,
2008). Muitas estirpes de bactérias endofiticas podem executar atividade
antimicrobiana para muitas espécies de fungos e bactérias com perfil de
patogenicidade, promovendo assim a atenuacdo de doencas 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
endofitos do género 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 fitopatogénicos, sendo possiveis ferramentas
potenciais para aplicacdo no controle biolégico na agricultura (MELNICK, et al.,
2008).

Bactérias colonizadoras de raizes, rizobactérias, além de promover o
crescimento vegetal de forma direta e indireta, podem executar diversos
mecanismos que favorecem a manutencdo fisiolégica da planta hospedeira
(HANADA; ROMEIRO, 1998; HAYAT, 2010). Como prova de conceito, podemos
citar a producgéo de fito-horménios como a exemplo de acido giberélico e auxinas,
producdo de compostos quelantes de minerais como os sideréforos e facilitacdo no
processo de solubilizacdo de fosfato (SOUZA, et al., 2013; GARCIA, et al., 2015).



32

Esses mecanismos sao de extrema importancia para as plantas, tendo em vista que
a raiz é a primeira estrutura de manutencéo estrutural e fisiolégica, bem como estas
bactérias podem facilmente colonizar outras estruturas vegetais importantes, tais
como o ambiente foliar (ARAUJO, et al., 2002)..

Enddfitos bacterianos colonizadores de folhas tendem a estar mais propensos
a estressses bidticos e abidticos, o que favorece uma maior atuagdo destes, na
promocdo de defesa de sua planta hospedeira frente a esses fatores
(NANDAKUMAR et al., 2001). Dentre muitos dos mecanismos ja anteriormente
citados, microorganismos desse ambiente, tendem a terem uma alta sintese de
metabdlitos antimicrobianos, como também de enzimas liticas que degradam a
parede célular de fitopatbgenos, o que pode gerar uma resposta de inducdo a
mecanismos de defesa vegetal (SESSITSCH; REITER; BERG, 2004).

Outro fatores gerais envolvidos na atividade antimicrobiana de bactérias
endofiticas contra patdégenos, esta na competicdo entre si por nutrientes, producéo
de compostos antibiéticos diferenciados e sideréforos (KLOEPPER, et al., 1980;
RAMAMOORTHY, et al., 2001). Alguns géneros bacterianos endofiticos sdo muito
encontrados em plantas, principalmente de forma abrangente na rizosfera e filosfera.
Um desses microorganismos € Bacillus spp. Em tecidos foliares estirpe de Bacillus
sp. vem sendo bastante relatado quanto ao seu isolamento a nivel endofitico. Nos
estudos de Melo (2017), foi possivel isolar estirpes de Bacillus spp., Burkholderia
spp. e Enterobacter spp. de folhas saudaveis de B. monandra, demonstrando uma
grande variedade de tecidos onde estas bactérias podem colonizar.

Diversos estudos envolvendo esse género vem sendo relatados na literatura,
tais como na atividade antibacteriana contra outras estirpes bacterianas com perfil
de fitopageneicidade, fungos, atividade inseticida e promoc¢do do crescimento
vegetal pela sintese e inducdo de fito-horménios (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 acao
antibacteriana contra os fitopatbgenos Streptomyces scabies and Erwinia
carotovora causadores de patologias em batatas.

A capacidade de enddfitos bacterianos promover protecdo contra patdogenos é
bastante perceptivel, sendo muitos outros estudos voltados para essa tematica

sendo executados, principalmente voltados para analise moleculares e de
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bioinformética a exemplo da genémica, protedmica e metaboldmica (RAJENDRAN,
et al., 2008; SESSITSCH, et al., 2004).

2.3.3 Bactérias endofiticas nainducao a resisténcia sistémica de plantas

Bactérias endofiticam podem promover inUmeros processos de defesa para
plantas e muitos desses sdo promovidos de forma indireta, sendo favorecidos por
mecanismos de indugdo a respostas de defesa contra agentes patogénicos de
diferentes naturezas, podendo estes serem fungos, bactérias ou até mesmo outros
grupos diversos (HANADA; ROMEIRO, 1998; NANDAKUMAR et al., 2001).

Véarias estruturas dos microorganismos podem facilitar o processo de
resisténcia a patdogenos. Nas bactérias a maquinaria do sistema de secrecéo,
flagelo, pili, lipopolissacarideos, e até mesmo proteinas derivadas de bactérias, a
exemplo de efetores de fitopatogenia, podem promover processos de
desencadeamento de uma eficaz resposta sistémica induzida (HARDOIM et al.,
2015).

Dessa forma, percebemos que muitas proteinas e peptideos de origem vegetal
nao sO6 atuam apenas de forma direta no combate de fitopatdgenos, mas também
conferem processos de inducdo a defesa contra a esses agentes causadores de
patologias diversas (WHIPPS, 2001). Algumas proteinas como as defensinas,
lectinas e peptideos efetores de fitopatdbgenos séo relatadas na literatura como
possiveis biomoléculas que podem induzir mecanismos de defesa contra
fitopatogenos (LANNOO; VAN DAMME, 2010; VAN'T SLOT; KNOGGE, 2002).

A presenca do patdogeno alvo na regido epifitica amplia a capacidade de
defesa do vegetal ao receber estimulos da microbidta endofittica residente no tecido
afetado (ARAUJO, 2019). A ampliacdo dessa defesa e resisténcia a possiveis
ataques pode aumentar e diminuir por iniameros fatores, sendo o0 aumento
proporcionado por respostas biolégicas de contato a longo prazo entre
endofitos/patégenos e diminuicdo ocasionada pela elevada variabilidade genética
dos fitopatogenos (KUMAR et al., 2012; REINHOLD-HUREK; HUREK, 2011).

Muitos eventos na natureza acabam promovendo inumeros estimulos de

defesa para as plantas, o que muitas vezes favorecem na estruturacdo de
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mecanismos mais especializados, podendo estes, serem quimicos, fisicos ou até
mesmo bioldgicos (LANNOO; VAN DAMME, 2014). Em muitos casos, processos de
inducdo de defesa estdo atrelados a estes eventos pelos quais espécies vegetais
estdo sob frequente exposicdo, tais como 0s mecanismos de ataque de agentes
patogénicos onde a microbiota endofitica recebe o estimulo necesséario e
posteriormente promove uma inducéo (PINTO; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2011).

2.4 TECNICAS ELETROQUIMICAS E LECTINAS

Com o passar dos anos, muitas técnicas eletroanaliticas vem sendo
amplamente utilizadas em processos de identificacdo e caracterizagcdo de
biomoléculas de diferentes origens (DINIZ, et al., 2003). E essa possibilidade esta
associada com a presenca de eventos eletroquimicos envolvidos na sintese,
estruturacdo e mecanismos de acdo dessas biomoléculas, onde podemos tomar
como exemplo as proteinas, que por sua vez, requerem de eventos eletroquimicos
em seu processo de sintese, principalmente na sua conformacdo estrutural
tridimencional, bem como na manutencéo de sua solubilidade através da camada de
solvatagdo em sua extremidade (NERO, et al., 2014).

Dentre o grupo de técnicas eletroanaliticas que podem ser utilizadas em
aplicacbes biologicas, podemos citar as que envolvem potenciometria
(potenciométricas) e por amperometria (amperométricas) (PACHECO, et al., 2013).
Partindo do principio de amperometria, tendo em vista que sua utilizacdo é bem mais
frequente em analises de processos biologicos, a conformacdo baseada em uma
célula eletroquimica contendo trés eletrodos, onde dentre estes € medido um
potencial de corrente entre um eletrodo de trabalho e um auxiliar, levando em
consideracdo um potencial fixo obtido por um eletrodo de referéncia (UETA, 2002).

Para essas técnicas eletroquimicas amperométricas no contexto de analises
do perfil de interacdo de proteinas com outros analitos, tais como as lectinas e
carboidratos, as técnicas mais amplamente utilizadas sdo a Voltametria ciclica e
Espectroscopia de impedancia eletroquomica (ANDRADE, et al., 2011; OLIVEIRA, et
al., 2008). Muitos desses estudos visam na caracterizagcdo de lectinas quanto aos
processos de interacdo especifica a carboidratos, como para elaboracdo de

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

A EIE tem como principal variavel de analise a resisténcia a transferéncia de
carga (Rtc) a medida que um analito alvo vai se ligando em um biorreceptor, sendo a
impedancia e a dupla camada elétrica também avaliados (CARVALHO; ANDRADE;
BUENO, 2006). Embora haja uma grande utilizacdo desta técnina tanto para
caracterizacdo de lectinas como para elaboracdo de plataformas biosensoras,
daremos um enfoque maior para a VC, tendo em vista por ser a técnica
eletroanalitica que utilizamos nos experimentos para obtencdo de resultados do

presente projeto de dissertacéo.

2.4.1 Voltametria Ciclica (VC)

Dentre as ferramentas voltamétricas, a VC € baseada em um grupo de
técnicas que possibilita a investigacdo de muitos processos eletroquimicos
envolvendo a andlise de inimeros analitos (SOUZA, 2012; HARRIS, 2001). Essa
investigagdo é possivel através da observacdo da relagdo entre uma corrente
elétrica e um potencial aplicado através de dois eletrodos, sendo estes imersos em
uma solucdo eletrolitica ou o que chamamos de eletrélito suporte (HOLLER;
SKOOG; CROUCH, 2009; KOTZ, et al., 2015).

Frequentemente se utiliza VC pela capacidade desta técnica eletroanalitica
promover a obtencao de informacgdes a nivel qualitativo, a medida que se analisa 0s
eventos eletroquimicos decorrentes das reacdes envolvidas, bem como a
possibilidade de se obter resultados quantitativos, quando se estrutura um
planejamento fatorial na andlise do analito de interesse através de concentragfes
diferentes no decorrer que cada evento eletroquimico vai ocorrendo (AVELINO,
2017; OLIVEIRA, et al.,, 2011a). Além disso, ha a possibilidade de obtermos
informacdes sobre a cinética de reacdes de transferéncia de elétron e termodinamica
dos processos de oxidagcdo e reducao (PACHECO, et al, 2013; ZUMDAHL;
ZUMDAHL, 2014).

Em analises de processos eletroquimicos, como caracterizacdo de
biomoléculas e estruturacdo de biosensores, constuma-se usar uma célula
eletroquimica convencial onde esta, conttm uma solucdo a qual equivale ao

eletrdlito suporte e este, por sua vez, requér o uso de sondas redox, pelas quais
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promovem a deteccéo na variacdo dos potenciais de oxidacao e reducéo envolvidos
nas andlises (CHAUHAN, et al., 2017; VIDOTTI, et al., 2010).

Quanto & composicdo estrutural de eletrodos no sitema de analise por
Voltametria, convencionalmente utiliza-se a conformacdo de trés eletrodos: o
Eletrodo de Trabalho, Eletrodo auxiliar e Eletrodo de referéncia (CORREIA DE SA,
1992; FONSECA; PROENCA; CAPELO, 2015). O eletrodo de trabalho, que em
muitas fezes tem sua composicdo quimica de Ouro, Prata, Platina e/ou Carbono,
equivale aquele pelo qual ocorre a funcionalizacdo de receptores para deteccdo de
um analito alvo, podendo ser uma biomolécula ou componentes de reconhecimento
de origem inorganica (CHEN, et al., 1998; JACOBS; PEAIRS; VENTON, 2010).

O eletrodo auxiliar, que frequentemente de composicdo quimica de Platina,
promove uma transferéncia de elétrons com o eletrodo de trabalho, servindo como
auxilio no momento em que vai se realizando as analises dos processos redox
envolvidos nas reagbes (UETA, 2002). JA o eletrodo de Referéncia, quem
frequentemente tem composicado quimica de Calomelano ou Prata/Cloreto de Prata,
tem a principal funcdo de manter um potencial constante no momento da realizacao
das andlises dos processos redox e essa capacidade é sempre mantida pela sua
saturacado com solucdo de KCL antes de cada analise eletroquimica (FONSECA, et
al., 2002; SILVA JR; ARAUJO FILHO; SILVA, 2000).

Caracterizamos o0 processo de VC, como um processo eletroquimico
interfacial, tendo em vista que 0 mesmo ocorre em uma regido denominada interface
eletrodo-solugéo, sendo este eletrodo, considerado o de trabalho onde ocorrem os
processos interfaciais importantes e uma camada proxima composta de solucéo
eletrolitica (CHEVION; ROBERTS; CHEVION, 2000; SEMENOVA, et al., 2018).

Em VC o potencial de varredura € triangular, onde é empregada uma
velocidade conhecida e de forma constante no eletrodo de trabalho, sendo este
estacionario, imerso em solucéo eletrolitica em repouso e ao passo que antingimos o
potencial final pretendido, ocorre a inversdo da dire¢do da varredura de elétrons para
o sentido do potencial inicial, podendo ser obtido assim um grafico de corrente em
relacdo ao potencial (BARD; FAULKNER, 2006; SKOOG et al., 2008; WANG, 2006).
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Figura 3 — Esquema de célula eletroquimica na conformacao de trés eletrodos utilizada em andlises

eletroanaliticas, principalmente por Voltametria Ciclica.

Eletrodo de referencia

Eletrodo de Trabalho

Eletrodo Auxiliar .

Fonte: Adaptado de LANDIM, 2014.

Na figura 4 (a) podemos observar com clareza este processo, considerado
gue, dependendo do analito a ser identificado, podemos realizar um Unico ciclo de
medicdo ou varios no decorrer do tempo. A medida que realizamos esses processos
de varredura, consequentemente conseguimos detectar as variagbes nos processos
de oxidacéo e reducédo envolvidos na interface eletrodo-solucgéo.

Diante dessas variacbes dos processos redox, podemos obter um
Voltamogrma Ciclico através da mensuragdo da Corrente sobre o Eletrodo de
trabalho a medida que ocorre uma variagdo de potencial, sendo assim estruturado
um gréafico 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 excitacao do potencial, como podemos observar na figura 4 (b).



38

Figura 4 — Esquema de como ocorre 0 processo ede voltametria ciclica. Graéafico de potencial de
varredura triangular (a); Voltamograma Ciclico demonstrando as Correntes de pico Catddica (l,) e
Anddica (I,a) (b).
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Fonte: Adaptado de (BRETT & BRETT, 1993; BARD & FAULKNER, 2006).

Desse modo, a variagdo no aumento ou diminuicdo das correntes de pico sé&o
importantes para deteccdo de processos de interacdo de um analito com seu
biorreceptor a depender da analise a ser realizada. A variacdo na Corrente de Pico
Anddica (lpa), demonstra os processos de oxidagdo que estdo eventualmente
ocorrendo, denominamos esta area como Regido de Oxidacdo. J4 a variacdo na
Corrente de pico Catodica (lpc), nos permite predizer a ocorréncia dos processos de
reducdo, sendo considerada esta area de Regido de Reducdo (WANG, 2006;
RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN, 2010).

Assim, conseguimos detectar posssiveis processos de interacdo ocorrendo na
interface eletrodo/solugdo, bem como entrender quais processos de cinética de
transferéncia de carga (oxirreducdo) e em que niveis estdo sendo executados,
principalmente se tratando de substancias eletroativas, tais como aquelas ricas em
proteinas e outras biomoléculas (NICHOLSON, 1965; JARA-PALACIOS, 2017).

2.4.2 Biossensores eletroquimicos baseados em lectinas

Biossensores baseiam-se em ferramentas de detecgcdo rgpida que vem se
tornando cada vez mais importantes, principalmente nas industrias médica e
ambiental, sendo estruturas a nivel nanotecnolégico que promove o0

biorreconhecimento de um analito de interesse de forma eficaz e em curto periodo
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de tempo (ARDUINI, et al., 2016; CONGUR, et al., 2015).

Dentre os bossensores baseados em lectinas, as técnicas eletroquimicas mais
utilizadas sao a Voltametria Ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica,
pela simplicidade de andlise dos resultados, bem como uma melhor performance
dos processos de interacdo das lectinas com seus carboidratos especifcos (KISS, et
al., 2016; NESAKUMAR et al., 2016; POVEDANO et al., 2017).

No ambito de biosensores Voltamétricos, muitos cientistas consideram a VC
com boa funcionalidade para constru¢cdo de novos biodispositivos, por conta de sua
capacidade de detectar fenbmenos fisico-quimicos associados ao processo de
interacdo analito biorreceptor, bem como no processo de funcionalizagcdo de
superficies eletrédicas 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 Patégeno ou Autor
analito alvo
Detecc¢éo do
BmoLL Virts da Andrade, et
Dengue al., 2011.
Clavanina A Deteccéo de Silva Janior,
bactérias et al., 2018.

patogénicas

ConA Deteccao de Sa, et al,,
Candida sp. 2020.
CramolL _ Detec_:c;éo dg
lipopolissacarid Oliveira. et
eo bacteriano. al 2011b.
CramolLL Deteccéo do Oliveira, et
Virds da al., 2011a.
Dengue
CramoLL . o
Diagnéstico do Silva. 2019.
Cancer de ’
Préstata.

Fonte: O autor.

Muitos biossensores baseados em lectinas vém sendo estruturados,
principalmente para a deteccdo de microorganismos dos mais variados tipos.
Estudos de deteccdo de particulas virais, bactérias com perfil de patogeinicidade,
leveduras e lipopolissacarideos bacterianos (ANDRADE, et al., 2015; Oliveira, et al.,
2011b.).
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Biossensores de lectinas também podem ser estruturados para o diagndéstico
de doencas virais, principalmente pela possivel interacdo de lectinas com
glicoproteinas de superficie viral. Nos estudos de Andrade, et al. (2011) foi
construido um biossensor nanoestrtuturado baseado em nanocompdsito hibrido
organico/inorganico de BmoLL e nanoparticulas de ouro com Polianilina, onde
demonstrou eficicia na deteccdo de varios sorotipos do Virus da dengue em soro
humano sendo possivel detectar DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4
respectivamente. Outra estratégia similar utilizando outra lectina, a CramolLL,
também foi testado na deteccdo do Virus da Dengue de forma rapida e eficiente
(OLIVEIRA, etal., 2011a).

Lectinas como biorreceptores também podem detectar a presenca de
glicoconjulgados em amostras bidlogicas e como se sabe, muitos desses, em
grandes quantidades € evidéncia da presenca de patologias, a exemplo de células
tumorais. Nos estudos de Silva (2019), foi possivel elaborar uma plataforma
biossensora baseada na lectina CramoLL como ferramenta diagnéstica para o
cancer de prostata. Dessa forma podemos perceber a versatilidade de lectinas na
utilizacdo como ferramenta de diagndéstico rapido, tais como em biossensores

eletroquimicos nos mais diferentes campos da ciéncia.
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3 METODOLOGIA E RESULTADOS

Os resultados dessa dissertacao esta apresentado na forma de artigo.

3.1 ARTIGO

Caracterizacdo eletroquimica da lectina galactose especifica BmoLL por
interacao especifica com bactérias endofiticas isoladas de folhas de Bauhinia

monandra Kurz.

Josivan Barbosa de Farias?, Silvio Assis de Oliveira Ferreira?, Rosilma Pereira de
Aratjo Melo®, Sandra Rodrigues de Souza®*, Luana Cassandra Breitembach Barroso
Coelho?
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Resumo/Abstract

O objetivo deste estudo baseia-se na caracterizacdo eletroquimica da lectina
especifica para galactose BmoLL extraida de folhas da espécie vegetal Bauhinia
monandra através dos processos de interacdo com bactérias endofiticas isoladas do
mesmo tecido vegetal. Foram verificadas a atividade aglutinante de BmolLL frente a
trés estirpes bacterianas endofitica: Bacillus spp., Burkholderia spp. e Enterobacter
spp. Nos resultados obtidos para atividade aglutinante, a lectina BmoLL promoveu
maior aglutinacdo para a estirpe Enterobacter spp. em titulos de 1024*. Nas anélises

eletroquimicas, BmoLL foi imobilizada em eletrodo de ouro através do processo de
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oxidagdo quimica e posteriormente caracterizada pela interagdo com carboidratos
redutores, sendo a galactose, o carboidrato que mais interagiu com a lectina diante
dos resultados obtidos por Voltametria Ciclica. Quanto ao processo de interacdo das
estirpes endoffiticas com BmoLL por eletroquimica, as diminuicdes sequenciais dos
picos de correntes catddicas e anddicas demonstraram interacdo da lectina por
ambas as estirpes endofiticas, tendo maior especificidade para o género
Enterobacter spp. A proposta de utilizar bactérias endofiticas como estratégia de
caracterizacdo adicional de lectinas por eletroquimica demonstrou ser viavel pela

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

Palavras-chave/Key words: Bactérias Endofiticas; Caracterizacao de proteinas;

Eletroguimica; Lectinas; Voltametria Ciclica.

Introducéo

Diversas classes de proteinas desempenham importantes papéis em sistemas
biolégicos, tais como o0s processos de reconhecimento e sinalizacdo celular,
combate de agentes patogénicos de diferentes naturezas, bem como na sintese de
biocompostos e até mesmos outros peptideos (KANEKO; NIMMERJAHN;
RAVETCH, 2006; HARDIVILLE; HART, 2014; IORDACHE, et al., 2015; SILVA, et al.,
2019).

Durante e apds os processos de purificacdo, torna-se fundamental realizar a
caracterizacdo da proteina de interesse para assim ocorrer uma comprovacao se de
fato, a amostra em questdo realmente possui o peptideo (ALAM, et al., 1996;
HELMHOLZ, et al., 2008). Nesse sentido, muitos métodos analiticos podem ser
empregados neste processo, sendo um dos principais, a avaliacdo da atividade
bioldgica a qual amostra proteica pode executar (SANTOS, et al., 2013)..

Lectinas sdo consideradas proteinas de origem n&o 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 aplicagdes, tais como na
purificacdo de glicoconjulgados, marcagdo células tumorais, atividade
antimicrobiana, inseticida e até mesmo na producdo 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 caracterizacdo de lectinas, a avaliacdo in vitro da atividade
hemaglutinante de eritrécitos glutarizados de coelhos e/ou humanos é amplamente
utilizada (GUZMAN-PARTIDA, et al., 2004; SILVA, et al., 2012). Sendo uma
metodologia adicional para as analises eletroforéticas e de focalizagdo que também
fazem parte do processo de caracterizacdo secundéria de proteinas (SHARON; LIS,
2002).

A caracterizacao eletroquimica possui vantagens no ponto de vista do uso de
pouca quantidade de amostra proteica e pelo fato de podermos obter resultados de
interacao especifica entre a proteina (bioreceptor) e seu analito (ligante alvo) com a
utilizacdo de diversas técnicas, sendo as voltamétricas a exemplo da Voltametria
Ciclica e impedimétricas como a Espectroscopia de Impedancia Eletroguimica,
usadas com mais frequéncia (ANDRADE, et al., 2009; OLIVEIRA, et al., 2011b)

Com o aumento de elaboragdo 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
utilizacdo de camadas intermediarias de distintas composicdes, tais como polimeros
condutores e estruturas metalorganicas (SOUZA, et al., 2001; EDLA, et al., 2008;
OLIVEIRA, et al., 2011a).

Entretanto a possibilidade de adsorcédo direta de proteinas em superficie de
eletrodos por modificagbes quimicas vem sendo bastante relatadas (BASSI, et al.,
1999; FURTADO, et al., 2012). Em alguns casos, tratamentos quimicos e até mesmo
eletroquimicos, como processos de oxidacdo quimica inicial, pode promover a
ligacdo de proteinas biorreceptoras em diferentes tipos de eletrodos sem a
necessidade de ligantes intermediarios (DINIZ, et al., 2003; DINIZ; UETA, 2004).

A BmoLL consiste em uma lectina com sitios de ligacdo especifico para
residuos de galactose extraidas das folhas da espécie vegetal Bauhinia monandra
(Fabacea) (COELHO; SILVA, 2000). E muitos estudos demonstraram sua eficacia
em diversas aplicacdes biotecnolégicas, como: na atividade antimicrobiana,
construcdo de biosensores para o diagnostico do Virus da Dengue e atividade
antidiabética (ANDRADE, et al., 2011; FERNANDES, et al., 2012).

Microorganismos endofiticos sdo aqueles que colonizam diversos tecidos
vegetais sem causar nenhum dano evidente. Podendo promover condi¢cdes

benéficas ao hospedeiro tais como promocgao de crescimento e combate de agentes
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patogénicos de diferentes naturezas (AZEVEDO, 1998; LACAVA, et al., 2004).
Dentre os endofitos importantes neste processo, podemos citar as bactérias,
principalmente aquelas que antes de colonizar internamente os tecidos foliares,
aprimoram seus mecanismos de defesa contra fitopatdgenos inicialmente na
rizosfera (ABEDINZADEH, et al., 2019).

Bactérias endofiticas podem promover diversas vantagens a suas plantas
hospedeiras, sendo a inducédo de crescimento e protecdo contra patdbgenos uma das
mais importantes no ambiente foliar (ARAUJO, et al., 2002). Nos estudos de Ramos,
et al.,, (2016) a lectina BmoLL promoveu aglutinacdo de células bacterianas
endofiticas 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 acao induzido a defesa de eventuais espécies
fitopatogénicas.

Diante de possiveis interacbes que possam ocorrer no ambiente foliar,
acredita-se que lectinas possam de alguma forma interagir com esses
microorganismos, principalmente em processos de resisténcia sistémica induzida
para protecdo de espécies fitopagénicas invasoras (GAO, et al., 2003; RATANAPO,
et al., 2001).

Da possibilidade de lectinas se ligarem se forma especifica a bactérias
endofiticas, este estudo objetiva avaliar a interacdo entre a lectina especifica para
galactose BmoLL extraida de folhas de B. monandra e bactérias isoladas do mesmo

tecido vegetal como ferramenta de caracterizacao eletroquimica de lectinas.

Materiais e métodos

Purificac&o e caracterizacéo da Lectina de folhas de B. monandra (BmoLL)

A purificacédo e caracterizacdo da lectina de folhas de B. monandra (BmoLL)
foi baseada segundo protocolo previamente estabelecido (COELHO; SILVA, 2000).
Neste processo, utilizou-se como purificagcdo a cromatografia de Afinidade em coluna
de Gel de guar e como prova do grau de pureza da proteina purificada, foi utilizado a
técnica de Cromatografia Liquida de Proteina Rapida (FPLC).

O material vegetal foi inicialmente coletado na cidade de Vitoria de Santo
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Antdo — Pernambuco e identificado por técnicas taxon6micas no Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA). As folhas foram secas em estufa a 37 °C e
trituradas. O extrato foi preparado em solucdo Tampédo Citrato Fosfato pH 6,5
preparado em NaCl a 0,15 M e agitado durante a noite por um periodo de 16 h a 4°c.
Posterior filtracdo e centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado para posterior
precipitacdo em Sulfato de Amoénio de 0 a 60% p em tampao (p / v) por 4 h em
temperatura ambiente.

Apos centrifugacéo, o precipitado foi dialisado e submetido a quantificacédo de
proteinas (Lowry et al.,, 1951). Posteriormente as amostras foram aplicadas em
coluna de cromatografia de afinidade de gel de guar preparado previamente e
eluicdo utilizando tampao citrato fosfato contendo Galactose a 50Mm.

Sequencialmente, apds didlise, BmoLL teve sua atividade Hemaglutinante
verificada em suspensdes de 2,5% em placa de microtitulagdo com NaCl a 0,15 M (v
/ v) e eritrécitos de coelhos tratados com glutaraldeido. Em seguida, as fracdes de
BmoLL foram submetidas a caracterizacéo por Eletroforese SDS-PAGE.

Para o processo de prova de pureza da lectina por FPLC, 1 mL das fracGes
protéicas recém purificadas foram aplicadas em coluna de Sephadex G-75 (de
aproximadamente 20 cm de altura). Como fase mavel, foi utilizado tampéao citrato de
sédio (pH 6,5) e assim realizado a andlises dos pico de absorbancia caracteristico

para BmoLL purificada.

Reativacao e imobilizacdo das bactérias endofiticas de B. monandra

As estirpes endofificas foram isoladas anteriormente de folhas frescas de B.
monandra e identificadas a nivel de género. Para realizacdo dos testes foram
utilizados os géneros: Bacillus spp., Burkholderia spp. e Enterobacter spp. A
reativacao foi realizada em Agar Muller Hington por 24 h a 37 °C. e posteriormente,
as culturas foram mantidas em meio Brain Heart Infusion (BHI) até o uso.

Para imobilizagdo 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 géneros considerados,

preparamos suspensao bacteriana concentrada com 10 mL de PBS estéril,
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resultando em uma concentracdo de aproximadamente 15 x 10° CFU mL™ 1%,
compativel com a turbidez, que foi avaliada como tubo 5 na escala de McFarland.

A suspensao bacteriana foi centrifugada por 10 min. a 3000 rpm; apds o
sobrenadante ter sido descartado, o sedimento foi lavado trés vezes com PBS esteéril
(pH 7,4). Em seguida, utilizou-se solucao de formalina 0,4 em agua estéril por 2 h a
4 °C, agitando o tubo por inversdo, para imobilizar a bactéria.

Apoés incubacdo em 2 h de formaldeido, as bactérias foram lavadas com
solucéo de PBS esteéril por trés vezes. Por fim, a turbidez da suspenséo bacteriana
foi ajustada no tubo 5 na escala de McFarland e armazenada a 4 °C até 0 momento

de sua utilizagao.

Ensaio de aglutinacdo de BmoLL com as estirpes endofiticas de B. monandra

O ensaio de aglutinacao foi realizado em placas de microtitulacdo (96 pocos).
Neste ensaio, 50 uL de NaCl 0,15 mol L™, 50 pL de uma suspensao bacteriana (10°
células mL™") e uma diluicd++o em série de 50 pL de preparacdo altamente
purificada de BmoLL (0,96 mg/mL™) foram adicionadas e o controle ndo continha
lectina. A atividade de aglutinacéo foi observada e fotografada apds 24 h, utilizando
um microscoépio optico.

Os ensaios de inibicdo foram realizados com uma solugdo contendo 100 pL
de 100 mmol L™ de galactose em cloreto de sédio 0,15 mol L-1 misturado com 100
uL™* de preparacdo de lectina (0,96 mg mL-1), e 50 pL dessa mistura foram
distribuidos nos pocos. Ap6s 15 min. em temperatura ambiente, foram adicionados
50 uL de solugdo bacteriana em um volume final de 100 uL. O resultado foi
registrado visualmente apd6s 45 min. em temperatura ambiente e seguindo
posteriormente para as andlises dos resultados comparando com aqueles

inicialmente realizados sem inibig&o.

Funcionalizacdo por oxidacdo quimica da superficie do eletrodo de ouro com a

lectina BmoLL
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Para funcionalizagédo da lectina em eletrodo de ouro foi utilizado o protocolo
de Diniz e Ueta, (2004). Seguindo pararealizacdo dos ensaios eletroquimicos, um
eletrodo de disco de ouro (0,05 cm?) sendo este o eletrodo de trabalho, foi polido em
pasta de Alumina e sonicado em agua Milli-Q por 3 min. Logo apos, o eletrodo foi
imerso em solucgédo piranha ((1:3 — H,02:H,S0O,4) por 3 min. Em seguida foi realizada
leitura por voltametria ciclica utilizando solucéo 0,5 M de H,SO, para obtencédo de
um voltamograma ciclico de eletrodo limpo. Posteriormente, para ocorrer a oxidagao
quimica e favorecer a adsorcao das lectinas, o eletrodo limpo foi exposto a uma
solucéo de acido nitrico P.A. durante 5 min.

[
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Tratamento quimico do Suspensao contendo
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eletroquimica da BmoLL

Figura 1: Esquema de funcionalizacdo do eletrodo de ouro com BmoLL por oxidacdo quimica
utilizando Acido Nitrico P.A. Podemos também observar como ocorrerd o processo de caracterizagao
pela interagdo com as células bacterianas endofiticas ao se ligarem na lectina (bioreceptor).

Depois deste processo, foi realizada a lavagem com agua ultrapura e imersao
do eletrodo em solucdo salina 0,15 M contendo a lectihna BmoLL em uma
concentracdo de 1 ug/mL para funcionalizacdo do eletrodo em um periodo de 30
min. ApoOs este procedimento, o eletrodo revestido com BmoLL foi enxaguado com
agua desionizada e incubado em solugcdo aquosa de BSA a 3% por 1 h para

bloguear regides de ligagédo ndo especifica (figura 1).

Caracterizacao eletroquimica da adsorcdo da BmoLL em eletrodo de ouro por
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Voltametria Ciclica

As analises eletroquimicas foram realizadas com o auxilio de um aparelho
Potenciostato/Galvanostato (Autolab, PGSTAT302N, Metrohm, Suica) e através do
software NOVA 1.11.2. Os experimentos foram realizados utilizando como sonda
redox, uma solucdo de 10 mM de ferroferricianeto de potassio Ki[Fe(CN)g]*
IKs[Fe(CN)e* (1:1) em 20 ml de solugdo PBS 10 mM contendo NacCl 0,15.

Para a realizagdo dos experimentos foi utilizada célula eletroquimica
convencional com trés eletrodos, mantendo a configuracdo padréo, sendo: Ag / AgCI
(KCl saturado) como eletrodo de referéncia, o auxiliar um fio de platina e o de
trabalho, um disco de ouro modificado (d = 2 mm).

As medicdes de Voltametria Ciclica foram realizadas em um potencial de - 0,2
a 0,7 V com uma velocidade de varredura de 50 mV.s™ dentro de uma gaiola de
Faraday. Todas as medidas foram realizadas em triplicata (OLIVEIRA, 2011).

Caracterizacao eletroquimica da adsorcdo da BmoLL em eletrodo de ouro por

Voltametria Ciclica e interacdo com galactose e glicose

Partindo para as andlises eletroquimicas da imobilizacdo de BmoLL, foram
realizadas entdo a caracterizacdo pelo processo de interacdo com os carboidratos
D-Galactose e D-Glicose, baseando-se no protocolo de Bassi, et. al., (1999).
Sabendo-se que BmoLL possui sitios especificos de ligacdo a Galactose, sendo este
um acucar redutor, nesta parte experimental também resolvemos avaliar os
processos redox envolvidos nas analises eletroquimicas da BmoLL imobilizada na
presenca de outro carboidrato com perfil redutor, porém ndo especifico a esta
lectina, sendo assim um estudo comparativo.

Seguindo um planejamento fatorial, concentracdes de 40, 60, 80 e 100 Mm de
D-Galactose (Sigma-Adrish) foram preparadas previamente em 20 mL de solugéo de
Ferrocianeto de potassio K4[Fe(CN)g]*/Ks[Fe(CN)e]* (1:1) (preparado em solucéo de
NaCl a 0,15 M). A suspensédo foi agitada em um periodo de 5 min. para inteira
homogeinizagdo. Posteriormente, foram realizadas leituras por voltametria ciclica
seguindo 0s mesmos parametros descritos na secado anterior. Os experimentos

realizados com D-Glicose seguiram 0s mesmos protocolos acima citados.
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Caracterizacdo eletroquimica por Voltametria Ciclica pela interacdo BmoLL

/Bactérias endofiticas de B. monandra

Posterior leitura eletroquimica da funcionalizacdo de BmoLL em eletrodo
guimicamente modificado, foi entdo realizada a caracterizagdo pelo processo de
interacdo com as bactérias endofiticas de folhas de B. monandra baseado-se no
protocolo de (OLIVEIRA, 2011). Cada estirpe bacteriana inicialmente imobilizada foi
adaptada a uma concentracdo de 0,5 x 10® UFC/mL™ sendo o equivalente ao tubo 5
da Escala de Mcfarland.

A partir da supenséo inicial, foram realizadas diluicbes sucessivas para assim
obter as concentracdes de 10" a 10° UFC/mL™. Posteriormente, no eletrodo de ouro
quimicamente funcionalizado com a BmoLL, 1 mL de cada uma das suspensdes
bacterianas foram aplicadas seguindo da menor para a maior concentragao (figura
1).

Foi entdo aguardado um periodo de 15 min., para assim serem realizadas as
leituras eletroquimicas por Voltametria Ciclica seguindo os mesmos parametros de
potencial e velocidade de varredura descritos anteriormente para avaliacdo da
imobilizacdo de BmoLL no eletrodo de ouro.

A nivel comparativo, foram realizados os mesmos processos de deteccdo de
interacdo com uma estirpe ndo endofitica. Neste caso utilizamos uma amostra de E.
coli de linhagem nao - endofitica. Os procedimentos de imobilizacdo e deteccdo

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

Resultados e Discussao

Purificagé@o e caracterizacdo da Lectina de folhas de B. monandra (BmoLL)

No processo de purificacio em gel de guar, foi possivel obter uma
concentracdo maxima de 280 mg/mL de lectina purificada. Nos resultados de
atividade hemaglutinante foi obtido titulos de 2.048 para fracé@o proteica dialisada. E
nas analises 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).
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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 purificagao.

Na avaliacdo por FPLC, foi possivel observar o grau de pureza de BmoLL
através do pico de absorbancia (em azul) caracteristico para as andlises de
purificacdo da lectina por este método. Além disso, o processo de condutividade no
decorrer do processo da avaliacdo da pureza da lectina ndo demonstrou
interferéncia. 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 endofiticas de B. monandra

Nos ensaios de aglutinacdo, a lectina BmoLL demonstrou maior interacao
para a estirpe Enterobacter spp. com fator de diluicdo em titulos de 1.024 * . As
analises pela formacao de agregados no poc¢o equivalente a essa diluicdo na placa
de microtitulac&o foi observado 30 min. depois da realizacdo dos ensaios. Quantos a
estirpe Burkholderia spp., foi observada uma menor interacdo de BmoLL pelas
células bacterianas, onde a aglutinacdo chegou a titulos de 256 * (figura 3).

Para a estirpe Bacillus spp. foi obtido os menores valores de atividade
aglutinante. BmoLL promoveu interacdo com essas bactérias em um fator de diluicdo
de 64*, sendo observada uma aglutinacdo bem menor, comparadas as demais
estirpes testadas (figura 3). Os ensaios de inibicdo de BmoLL com galactose como

interferente na atividade aglutinante demonstrou resultados satisfatorios. Isso
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porque, com os sitios de ligacdo de BmoLL especificos para galactose inibidos,
houve uma diminui¢cdo drastica na interacdo da lectina com as células bacterianas
endofiticas.

Para a estirpes Burkholderia spp. e Enterobacter spp., o titulo de aglutinagéo
anterior decaiu para 2, demonstrando assim que nos ensaios anteriores BmoLL
realmente promove uma interagdo com essas bactérias, mesmo em fatores de
diluicdo moderados. Outro fator a ser destacado, foi em relagéo a Enterobacter spp.,
onde nos ensaios de inibicdo houve uma queda de 1.024™* para 8*, demonstrando
que a ibicao dos sitios especificos da lectina para galactose interferiu na interacao
com a estirpe bacteriana (figura 3).

Torna-se importante analisar que, embora tenha ocorrido uma diminuicdo da
interacad de BmoLL com Enterobacter spp, ainda se manteve a atividade
aglutinante em titulos de 8 ™, o que pode nos demonstrar a maior especificidade da
lectina por este género bacteriano endofitico. Nos estudos de Ramos, et. al., 2016 as
andlises realizadas com BmoLL e bactérias endofiticas do género Pseudomonas
spp., demonstraram resultados similares, além de utilizar esta mesma metodologia

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

Aglutinacao das estirpes endofiticas por BmoLL

o 1200

‘S 1000

= 800

°

o 600

T 400

o

E 200

0
Bacillus spp.
Burkholderia
spp. Enterobacter
spp.
Bacillus spp. Burkholderia spp. Enterobacter spp.

B BmollL pura 64 256 1.024
M Inibicdo por Galactose 2 2 8

Figura 3: Resultados obtidos nos ensaios de atividade aglutinante das estirpes endofiticas nos
diferentes fatores de diluicdo 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 caraterizacdo de lectinas com endofitos bacterianos
diferentes, porém isolados do mesmo tecido que a proteina em questdo. Além disso,
muitas das variacbes obtidas nos resultados de aglutinacdo podem estar
relacionadas com as diferengcas bioquimicas encontradas na estrutura de cada

género de microorganismo, inclusive aqueles constituintes da microbiota endofitica.

Caracterizacdo eletroquimica da adsorcdo da BmoLL em eletrodo de ouro por
Voltametria Ciclica

Diante dos resultados obtidos, foi possivel observar que o tratamento com
Acido Nitrico proporcionou a adsorcédo da lectina BmoLL no eletrodo de Ouro. A
superficie do eletrodo de ouro ao entrar em contato com a suspensdo de lectina
promoveu um recobrimento e adsorcéo eficaz, tendo em vista que a area eletroativa
foi diminuida e consequentemente a transferéncia de elétrons pela sonda redox
ferricianeto de potassio. Desse modo conseguimos verificar uma diminuicdo da
amplitude de corrente e dos picos de correntes catddica e anddica, que se refere na
diminuicdo dos processos de oxidacdo e reducdo do par redox Fe3+/Fe2+ na

interface eletrodo/solucéo (Figura 4 b).
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Figura 4: Voltamogramas Ciclicos do processo de imobilizagédo de BmoLL em eletrodo de Ouro
tratado quimicamente com Acido Nitrico. Eletrodo limpo (A); Eletrodo funcionalizado com BmoLL em
concentracdes diferentes (B).



53

7

Desse modo é perceptivel também que, a lectina se ligou facilmente ao
eletrodo modificado quimicamente, principalmente se observarmos a linearidade nas
duas concentracdes de BmoLL que ao serem aplicadas da menor para maior area
eletroativa do eletrodo foi bastante diminuida, o que pode ser interferéncias nos
processos redox envolvidos. Assim, percebemos a capacidade de lectinas serem
adsorvidas em eletrodo por tratamento quimico simples, tais como muitas outras tém
se interagido principalmente por oxidacdo quimica, a exemplo dos estudos de Diniz
e Ueta, (2004) que demonstrou a adsorcao de Concanavalin A através da oxidacéo

de eletrodo de platina.

Caracterizacdo eletroquimica por Voltametria Ciclica da interagdo BmoLL com

Galactose e Glicose em diferentes concentracdes

Nos ensaois de interacdo de carboidratos com perfil de reducdo e BmoLL
imobilizada, foi possivel perceber a especificidade da lectina pelo seu carboidrato
Galactose. Ao aumentarmos a concentragédo de D-Galactose ao longo do tempo, foi
possivel observar uma diminuicdo das correntes de pico catddica e anddica,
demonstrando assim uma diminuicAo dos processos redox na interface
eletrodo/solucdo e consequentemente comprovando uma possivel ligacdo de
galactose no sitios especificos da lectina BmoLL (figura 5 a).

Outro fator a ser observado estd nas correntes de pico catédicas, onde
detectamos duas correntes geradas, desde as menores concentracdes de galactose
(40 mM) até a sua maior concentracdo (100 mM). Sendo assim, podemos perceber
gue embora a galactose se ligue a BmoLL com alta especificidade, o que é
perceptivel pela diminuicdo dos processos redox, o perfil de reducdo é mantido
mesmo com essa diminuicdo. Podemos ver nitidamente se compararmos 0s dois
picos de reducdo presentes na maior concentracdo de Galactose (figura 5a, em

destaque).
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Figura 5: Voltamogramas ciclicos de interacdo especifica de BmoLL e carboidratos com perfil de
reducgdo: Interacdo BmoLL e D-Galactose (A) BmoLL e D-Glicose (B).

Quanto aos estudos de interacao eletroquimica envolvendo BmoLL e Glicose,
de

demonstraram resultados satisfatorios para interacdo especifica deste acucar com a

outro carboidrato com perfil reducdo, as anadlises voltamétricas nao
lectina. Os processos de oxidacdo e reducdo ndo mudaram com o0 aumento da
concentracdo de D-Glicose, bem como ndo conseguimos ver um potencial de
reducdo mantido ao interagir com BmoLL igualmente foi detectado nos experimentos
realizados com galactose.

Conseguimos observar com clareza, ao verificar que os picos de corrente
catddica e anddica ndo mudam com aumento de Glicose na solucado eletrolitica,
mantendo-se parcialmente constante. Além disso, mesmo possuindo perfil de
reducdo, as correntes catédicas ndo se manifestaram duplicadas como observado
com galactose (figura 5 b).
de

carboidratos redutores com biomoléculas demonstram um maior potencial de pico

Frequentemente, analises interacdo eletroquimica especifica de
anodico em ensaios voltamétricos. Em muitos casos essas correntes catodicas
tendem a vir duplicadas e isso pode ser utilizado como parametro de caracterizacéo
de processos de interacdo de proteinas especificas a carboidratos com perfil de

reducdo (BASSI, et. al., 1999).
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Caracterizacao eletroquimica por Voltametria Ciclica da interacdo BmoLL /Bactérias

endofiticas de B. monandra

As analises de interacdo das estirpes endofiticas e BmoLL por Voltametria
Ciclica seguiram inicialmente do género Bacillus spp. e seguindo-se por Burkholderia
e Enterobacter spp., respectivamente. Partindo dos parametros voltamétricos de
potencial e corrente, as diferentes concentracdes 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 concentracdo de bactérias para ocorrer um processo de
interacdo mais especifico com BmoLL. Entretanto, podemos detectar este evento ao
comparar os voltamogramas ciclicos obtidos das diferentes concentracdes, onde
conseguimos verificar uma diminuicdo significativa dos processos redox a medida

que aumentamos a concentracao de células nas suspensdes bacterianas.
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Figura 6: Voltamogramas ciclicos da interacdo BmoLL e estirpe endofitica Bacillus spp.: Interacao
das células bacterianas em diferentes concentragbes com BmoLL (A). Comparativo do perfil de
interacao das bactérias com BmoLL imobilizada e eletrodo limpo(B).

A diminuigdo sequencial dos picos de corrente catodica (ipc) € anddica (ipa) €
um fator que demonstra a presenca de analito em solucdo sendo detectado pelo seu
biorreceptor. Neste caso podemos perceber nitidamente a diminuicdo dos processos

de oxidacdo e reducdo do par redox Fe3+/Fe2+ na interface eletrodo/solucédo a
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medida que aumentamos a concentracdo de endofitos, demonstrando assim uma
tendéncia inicial de interagdo com BmoLL em baixas concentragdes na faixa de 10*
UFC/mL™? e de forma bastante especifica nas maiores concentracdes o equivalente
a 108 UFC/mL™ (figura 6 a).

Para as suspensfes de Bacillus spp. foi necessario de concentracées bem
mais elevadas para inicio de interagdo com BmoLL em comparacdo as outras
estirpes. Podemos perceber esse fenbmeno observando que, a diminuicdo dos picos
catdédicos e anddicos no voltamograma foi apenas constatada a partir das
concentracdes equivalente a 103 UFC/mL™ comparando-se com os resultados de
adsorcdo de BmoLL no eletrodo quimicamente modificado (Figura 6 b).

Um detalhe a ser observado nesse sentido, refere-se ao fato de que bactérias
do género Bacillus comumente sdo colonizadoras de raizes e muitas vezes sao
encontradas de forma endofitica em tecido foliar através de movimentacéo através
de vasos condutores de seiva bem como através de processos de coevolugao
vegetal promovido principalmente pelo processo de dispersdo de sementes

Para o género Burkholderia spp., foi possivel constatar uma maior interacéo
se comparado com os resultados com Bacillus spp. Isso porque, para gerar uma
interferéncia nos processos redox a ser detectado na interface eletrodo/solucéo, as
menores concentracdes de bactérias (equivalente a 10° UFC/mL™) foi necessaria.
Esse processo pode ser evidenciado de forma clara gquando comparamos o
voltamograma de menor concentracdo bacteriana e o0s resultados obtidos para
eletrodo limpo e BmoLL adsorvida (figura 7 b).

Podemos também perceber nitidamente que, a medida que aumentamos as
concentracfes de enddfitos em cada analise, os picos de corrente catodicos e
anodicos diminuem de forma linear, demonstrando a interacdo das células

bacterianas com BmoLL (figura 7 a).
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Figura 7: Voltamogramas ciclicos da interagcdo BmoLL e estirpe endofitica Burkholderia spp.:
Perfil de interacdo das células bacterianas em diferentes concentracdes com BmoLL (A).
Comparativo do perfil de interacdo das bactérias com BmoLL imobilizada e eletrodo limpo (B).

Nas andlises realizadas com a estirpe de Enterobacter spp. foi possivel

observar um maior grau de interacdo com BmoLL. As interferéncias nos processos

redox na interface eletrodo solucdo foram detectadas imediatamente em baixas

concentracbes de células bacterianas (figura 8 a). As diminuicdes dos picos

catddicos e anddicos foram detectadas de forma linear semelhante as analises

realizadas com Burkholderia spp.
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Figura 8: Voltamogramas ciclicos da interacdo BmoLL e estirpe endofitica Enterobacter spp.:
Perfil de interacdo das células bacterianas em diferentes concentracdes com BmoLL (A).
Comparativo do perfil de interagdo das bactérias com BmoLL imobilizada e eletrodo limpo (B).
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Todavia, se compararmos com 0s picos de corrente catodicos e anddicos de
eletrodo limpo e de imobilizagdo de BmoLL, podemos perceber que Enterobacter
spp. demonstrou maior interacdo, visto que a distancia entre os picos de interagéo
nas variadas concentracdes de bactérias foram bem mais reduzidos se comparados
aos resultados alcancados para as demais estirpes (figura 7 b).

A nivel comparativo, nas maiores concentracbes de células bacterianas
endofiticas, também podemos observar com clareza a maior interacdo de
Enterobacter spp. por BmoLL em comparacdo aos demais enddfitos. Os picos
catodicos e anodicos demonstram maior diminuicdo na oxidacdo e reducdo na
interface eletrodo solucdo detectada pela sonda redox utilizada, seguindo de

Enterobacter spp., Bacillus spp. e Burkholderia spp., respectivamente.
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Figura 9: Interac&o eletroquimica das estirpes de bactérias endofiticas nas concentracdes de 10°
UFC/mL-1 e BmoLL. Voltamogramas do processo de interacdo de cada uma das estirpes
endofiticas (A). Comparagédo com os resultados obtidos para eletrodo limpo e BmoLL imobilizada

(B).

Embora nas maiores concentracdes de endéfitos do género Bacillus tenha
demonstrado maior interagdo em comparacao a Burkholderia sp., esse processo
pode estar realcionado a capacidade de promoc¢ao de uma possivel defesa biolégica
induzida ou ndo por peptideos, que neste caso seria a lectina. (LACAVA, et.al.,

2004).Além disso, Bacillus spp., por ser um género amplamente presente na
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Rizosfera, sendo este um ambiente de grande competicAo com agentes
patogénicos, podera se tornar necessario uma grande quantidade de células
bacterianas para promocéo de defesa, principalmente em mecanismos de inducao
por proteinas e peptideos (AZEVEDO, 1998).

Como teste comparativo de interagcdo com as bactérias endofiticas e nao-
endofiticas, todas as estirpes endofiticas demonstraram maior interagdo com BmoLL
em comparagdo da estirpe E. coli ndo endofitica. Os resultados obtidos no
voltamograma ciclico nos mostra uma grande distancia dos picos catédicos e
anodicos da interacdo E. Coli,g/BmoLL comparada com Enddfitos
bacterianos/BmoLL, ambos nas maiores concentragbes, o equivalente a 10°
UFC/mL™ (figura 10 a).
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Figura 10: Voltamogramas de Interacdo eletroquimica entre BmoLL e estirpes bacterianas
endofiticas e E. coli ndo-endofitica. Comparacéo do processo de interacao das bactérias em suas
maiores concentracdes equivalente a 10° UFC/mL™ (A). Comparacdo entre os resultados
eletroquimicos das estirpes, BmoLL imobilizada e eletrodo limpo (B).

Aléem disso, mesmo em concentracdes elevadas, E. coli ndo demonstrou
diminuicdo significativa nos processos redox, onde podemos constatar se
compararmos com os resultados de voltametria ciclica para eletrodo limpo e BmoLL
imobilizada (figura 10 b).

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

a capacidade de ligacdo dessas biomoléculas com &cidos teicéicos e teicurdnicos,
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peptidioglicanos e lipopolissacarideos que participam da composicdo da parede
celular do microorganismo. E embora sejam encontrados esses diferentes
glicoconjulgados nos mais variados géneros bacterianos, processos de ligagdo mais
especificos podem estar relacionados a uma possivel inducéo de resposta biolégica.

Assim podemos entdo entender o fato da estirpe ndo-endofitica nao se ligar
facilmente a BmoLL se comparada aos enddfitos, bem como a diferenca de potencial
de interacdo entre BmoLL e cada uma das bactérias endofiticas. Com esses
resultados, conseguimos entdo perceber uma especificidade maior de BmoLL para
as estirpes endofiticas oriundas de folhas de B. monandra em comparacao a estirpe

nao-endofitica.

Conclusao

A lectina especifica para galactose BmoLL demonstrou interacdo especifica
para todas estirpes bacterianas endofiticas isoladas de folhas de Bauhinia
monandra, sendo detectado uma especificidade maior pelo género Enterobacter spp.
O perfil de interagcdo de BmoLL por galactose como estratégia de caracterizacédo
eletroquimica demonstrou resultados satisfatorios, podendo ser uma metodologia de
caracterizacdo adicional as técnicas convencionais existentes.

Torna-se importante observar que a atividade de aglutinacdo permite
especular uma possivel relacdo entre BmoLL e endofiticos das folhas de Bauhinia
monandra (RAMOS, et. al. 2016). E varias lectinas de plantas tém interagido de
alguma forma com diferentes patégenos (MACEDO et al.,, 2007; SOUZA et al.,
2011).

Os resultados de atividade aglutinante das células bacterianas endofiticas
pela acdo de BmoLL demonstraram resultados parecidos com aqueles obtidos por
eletroquimica. Foi possivel observar a atividade aglutinante de BmoLL em maiores
titulos para a estirpe endofitica Enterobacter spp. E em paralelo conseguimos
detectar uma maior interagdo especifica desta bactéria eletroquimicamente por
BmoLL atraves dos procedimentos realizados por Voltametria Ciclica mesmo em
suas menores concentragoes.

O fato de BmoLL ter demonstrado interagdo maior a estirpe do género

Enterrobacter sp., poderia estar relacionado a uma possivel inducdo a resisténcia
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contra o ataque de fitopatégenos microbianos.
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4 CONCLUSOES

e Com os resultados obtidos, foi possivel definir a interacdo da lectina BmoLL
com as estirpes bacterianas endofiticas isoladas de folhas de Bauhinia
monandra,

¢ O mecanismo de interagdo eletroquimica entre a lectina BmoLL e as estirpes
bacterianas, pode ser um método adicional para caracterizacdo eletroquimica
de lectinas em grandes quantidades de amostra protéica purificada;

e As diferangas no processo de interacdo detectados no ensaio de aglutinagéo,
bem como nas analises eletroquimicas, demonstraram uma maior interacao
de BmoLL pela estirpe endofitica Enterobacter sp.;

e Diante de resultados consultados na literatura sobre a capacidade de
endofitos do género Enterobacter sp. promoverem mecanismos de combate a
fitopatbgenos, acredita-se que a interacdo especifica por BmoLL esteja
relacionada a um possivel mecanismo de inducdo a resistencia contra
agentes fitopatogénicos;

e Testes para verificacdo da capacidade de BmoLL promover inducdo a
resisténcia Sistémica a endofiticos, pode ser um possivel mecanismos de
defensivo agricola no futuro;

e Estudos de bioinformética, como protebmicos e metabolémicos, podem ser
promissores para o entendimento dos possiveis mecanismos envolvidos entre

lectina e bactérias endofiticas e suas aplicacdes.
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5 SUMULA CURRICULAR

e Curso de aperfeicoamento PCR em tempo real - Técnicas em Biologia
Molecular Il. (Carga horaria: 60h). Nucleo de Aprimoramento Cientifico,
NACIENTIFICO, Brasil;

e Curso de aperfeicoamento Técnicas em Biologia Molecular I. (Carga
horaria: 60h). Ntcleo de Aprimoramento Cientifico, NACIENTIFICO, Brasil;

e Curso de aperfeicoamento Sequenciamento de DNA (SANGER) - Técnicas
em Biologia Molecular Ill. (Carga horaria: 60h). Nucleo de Aprimoramento
Cientifico, NACIENTIFICO, Brasil;

e Curso de aperfeicoamento Técnicas em Cultura Celular. (Carga horaria:
60h). Nucleo de Aprimoramento Cientifico, NACIENTIFICO, Brasil;

e Curso de aperfeicoamento Anélise de DNA em Softwares. (Carga horéria:
60h). Nucleo de Aprimoramento Cientifico, NACIENTIFICO, Brasil;

e Minicurso Biossensores: Alternativa de Diagnéstico para a COVID-19.
(Carga horéria: 2h). Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil;

e 6° Encontro Brasileiro em Inovagdo Terapéutica — 6° EBIT. Universidade
Federal de Pernambuco, UFPE, Brasil;

e Curso Solugdes biotecnolégicas aplicadas as acdes de enfrentamento a
COVID-19. (Carga horéaria: 45h). Universidade Federal de Pernambuco,
UFPE, Brasil.

e X Curso de Inverno em Genética e Biologia Molecular. (Carga horéaria:
10h). Universidade Estadual de Santa Cruz, UESC, Brasil.
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