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RESUMO

A lectina vegetal ArtinM, ligante de D-manose, esta presente nas sementes da
jaca, Artocarpus heterophyllus e possui uma estrutura homotetramérica
formada pela associacdo nido covalente de subunidades, sendo que cada
subunidade representa um CRD (Carbohydrate Recognition Domain). Por
interagir com N-glicanas presente em células de mamiferos, a ArtinM
desencadeia diversos processos biologicos, dentre eles a resposta citotoxica
sobre células leucémicas, em especial células NB4 da leucemia promielocitica
aguda. Neste trabalho foi estudada a interacdo ArtinM-NB4 por técnicas
piezoeletricas de Microbalanga a Cristal de Quartzo (QCM) e eletroquimicas
por Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS), para tanto foi
desenvolvida uma superficie de reconhecimento capaz de realizar a transducgao
do evento biolégico de interacao lectina-carboidrato em elétrico. A superficie de
reconhecimento foi formada pela imobilizagcado da lectina ArtinM em superficies
metalicas de Au por meio de uma monocamada auto-organizada, utilizando
uma mistura de dois alcanotidis, o acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA),
como ancora, € o 6-mercaptoetanol (6-MetOH), como espacgador. As varias
concentragdes de células NB4 previamente fixadas foram deixadas em contato
com a lectina imobilizada no eletrodo para que ocorressem as interagdes
desejadas. Apos as medidas terem sido avaliadas utilizando-se QCM e EIS, e
aplicando o modelo da isoterma de Langmuir, foi possivel determinar as
constantes cinéticas e de afinidade. Nas medidas obtidas utilizando a QCM,
para além da constante de afinidade aparente, foi possivel extrair os
parametros cinéticos: K, (constante de associacdo cinética) = (1,8+1,1)x107
mL cel™, ko, (constante de velocidade de associagao) = (3,6+1,0)x10™"° mL cel
s e ko (constante de dissociagdo) = (20,3+6,6)x10™ s™. O valor da constante
de afinidade aparente (K') foi de (4,4+0,1)x10" mL cel” utilizando QCM e
(9,94_r0,2)x10'5 mL cel™! por EIS, indicando que essa diferenca entre os valores
pode estar relacionada a diferentes fatores como a utilizagcdo de adicao
sucessiva de NB4 em EIS e analise unitaria em QCM, variagdo na engenharia
de superficie e distintas faixa de saturagdo entre uma técnica e outra.
Comparando-se as duas técnicas no estudo da interagao ArtinM-NB4 verificou-
se que a EIS é mais sensivel, pois por meio dela a interagao biolégica em
questao pode ser detectada utilizando-se uma faixa de concentragao de analito
menor (10° cel mL™") que a utilizada em QCM (10° cel mL™"), evidenciando um
grande potencial de aplicagdo desta técnica para o desenvolvimento de
superficies de reconhecimento e biossensores.

Palavras-chave: ARTINM. LECTINA. QCM. EIS. LEUCEMIA. NB4



ABSTRACT

ArtinM, a D-mannose-binding lectin from Artocarpus heterophyllus (jackfruit),
interacts with N-glycans on cell surface receptors triggering cell migration,
degranulation, and cytokine release. Because malignant transformation is often
associated with altered expression of cell surface glycans, this work evaluated
the interaction of ArtinM with human myelocytic leukemia cells, such as acute
promyelocytic leukemia, NB4, by piezoelectric techniques of the Quartz Crystal
Microbalance (QCM) and by electrochemical techniques of Electrochemical
Impedance Spectroscopy (EIS). It was developed, for both techniques, a
surface recognition capable of performing the biological interaction between
lectin-cell and transducte them in electric signal. The surface was formed by
immobilization of ArtinM in Au metal surfaces by over a self-organized
monolayer constructed by a mixture of two alkanothiols, 11-
mercaptoundecanoic acid (11-MUA) as an anchor, and 6-mercaptoethanol (6-
MetOH) as a spacer. Concentrations of NB4 cells, previously fixed with
paraformaldeide, were left in contact with the immobilized lectin on electrode.
After the interaction measurements evaluated by QCM and EIS, and applying
the model of Langmuir isotherm, it was possible to obtained both kinetic and
affinity constants. Using QCM, beyond the apparent affinity constant, was
possible to extract kinetic parameters K, (association kinetic constant) = (1.8 *
1.1) 107 cel mL™, ko, (association constant) = (3.6 + 1.0) x10° " mL cel’ 's™'
and k. (dissociation constant) = (20.3 + 6.6) x10" % s* ' . The value of the
apparent affinity constant (K') was (4.4 + 0.1) x10"7 cel mL™" by QCM and (9.9
+0.2) x10"° mL cel ' by EIS, the difference between the values comparing both
techniques may be related to different factors such as the use of successive
addition of NB4 in EIS comparing the in unitary addition in QCM analysis,
variation in surface engineering and distinct saturation range. It means that EIS
is more sensitive, once this technique detected biological interaction using a
lower range of analyte concentration (10° cel mL™") than QCM (10%el mL™). In
sum this study provide a large potential application of EIS to the development of
biosensors and recognition surfaces.

Keywords: ARTINM. LECTIN. QCM. EIS. LEUKEMIA
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1 INTRODUCAO
1.1 INTERAGAO LECTINA-CARBOIDRATO

Lectinas sao proteinas de origem ndo imune que possuem pelo menos
um dominio ndo catalitico de reconhecimento de carboidrato (CRD -
Carbohydrate Recognition Domain) e se ligam de maneira especifica e
reversivel a actcares (VAN-DAMME et al., 1998). E possivel encontrar lectinas
em varios organismos, incluindo plantas, virus, bactérias, fungos e animais
(LIS; SHARON, 1986; SHARON; LIS, 1989). Essas proteinas sao capazes de
se ligarem seletivamente a glicanas da superficie de muitas células e medeiam
interagdes célula-célula e célula-microambiente que gera processos fisioldgicos
como ativacao, diferenciacdo, proliferacdo e morte celular, metastase de

tumores e interagao parasita-hospedeiro (LIS; SHARON, 1986).

As lectinas vegetais, produzidas pelo metabolismo secundario de
plantas, sdo utilizadas em estudos biolégicos pela sua agédo anti-parasitica,
anti-viral (PEUMANS; VAN-DAMME, 1995; RUDIGER, 1998) e anti-tumoral
(GORELIK et al., 2001). Além disso, sdo ferramentas uteis na identificacao dos
glicocojugados presentes na superficie celular e de glicanas aberrantes
proprias de células neoplasicas (GABIUS, 1996; KAPPOR et al., 2008). As
lectinas vegetais vém sendo utilizadas como potenciais ferramentas indutoras
de morte de células cancerigenas, atuando sobre alvos que corresponderiam a
carboidratos aberrantes da superficie de células transformadas (GORELIK et
al., 2001).

Neste trabalho deu-se destaque a lectina vegetal ArtinM, que juntamente
com a lectina Jacalina, ligante de D-galactose, esta presente nas sementes da
jaca, Artocarpus heterophyllus. A ArtinM esta presente em pequenas
concentracdes, representando 0,5% das proteinas totais da semente e a
Jacalina corresponde a 50% do total das proteinas da semente
(FUNDACAO...,2005). A ArtinM é ligante de D-manose e sua andlise
eletroforética indica ter uma massa molecular aparente de 54 KkDa,

correspondente a um homotetramero (Fig. 1) formado pela associagdo nao
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covalente de subunidades de 16 kDa (ROSA et al., 1999) e migra, em SDS-
PAGE, como um peptideo de 13 kDa (OLIVEIRA et al., 1994). Cada
subunidade apresenta um CRD.

A ArtinM sao atribuidas diversas atividades biolégicas, como ativagao de
neutréfilos (GANIKO et al., 2005; SILVA et al., 2012; TOLEDO et. al., 2009) e
desgranulagdo de mastécitos (MORENO et al., 2003), imunomodulag&o para o
perfil Th1(SOUZA et al., 2013; COLTRI et al., 2008; PANUNTO-CASTELO et
al., 2001, TEXEIRA et al., 2006), regeneragao tecidual (CHAHUD et al., 2009;
KIM et al., 2013) e atividade citotoxica sobre células leucémicas (CARVALHO
et al., 2011). Estas atividades sdo mediadas pelo reconhecimento de N-
glicanas, contendo manose, presentes na superficie celular (Fig.2).

A verificagcdo da especificidade da ArtinM com as N-glicanas na
superficie das células NB4 da leucemia promielocitica aguda foi realizada no
trabalho de Carvalho e colaboradores (2011). Estes autores demonstraram a
importancia da expressado de glicanas aberrantes nas células NB4 para que a
lectina ArtinM se ligue a superficie dessas células e sobre elas exergcam efeito
citotoxico.

Figura 1 — Representacao esquematica da estrutura quaternaria da lectina
ArtinM. Cada monémero possui um CRD.

Fonte: Jeyaprakashet al., (2012)
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Figura 2 — Representagao esquematica da interagao da lectina ArtinM com N-
glicanas presentes em glicoproteinas da superficie celular. Por meio desta
interacdo a ArtinM pode realizar varias atividades biolégicas, como ativagao de
neutréfilos e desgranulacao de mastécitos, imunomodulagao para o perfil Th1,

regeneracgao tecidual e atividade citotéxica sobre células leucémicas.

citoplasma

MG il

superficie da célula \

lectina

proteina
transmembrana

%

carboidrato l? }

Fonte: Préprio autor

A especificidade das lectinas por carboidratos tem sido intensamente
estudada, pois 0 entendimento desta interacado € de grande importancia para a
compreensao de suas fungdes biolégicas (RUDGER; GABIUS, 2001). Técnicas
que captam sinais indiretos das interacées (ex. via lectina conjugada a
fluorocromos, biotina ou enzimas) sdo amplamente utilizadas para monitorar a
ligacdo lectina-carboidrato, e juntamente com técnicas cristalograficas foram
utilizadas no estudo da interacdo da lectina ArtinM com D-manose, verificando
que essa lectina liga-se especificamente com o trimanosideo Mana1-3(Mana1-
6)Manf31-4, sendo que o elongamento da N-glicana no brago Mana1-6 contribui
para a interacao (JEYAPRAKASH et al., 2004; NAKAMURA-TSURUTA et al.,
2008). As constantes cinéticas e de afinidade da interagcdo lectina ArtinM
(nativa e recombinante) com a peroxidase, glicoproteina rica em N-glicanas, foi
realizada pela técnica piezoelétrica de Microbalanca a Cristal de Quartzo,
fornecendo medidas quantitativas da interagdo  ArtinM-carboidrato
(PESQUERO et al., 2010)
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Métodos de deteccdo direta, sem previa conjugacado da lectina com

marcadores, e que fornecem medidas da cinética da interagdo e constantes de

afinidade como métodos pizoeléticos, ex. Microbalanca a Cristal de Quartzo —

QCM, e eletroquimicos, ex. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica —

EIS, vem sendo empregados para estudo da interagdo de lectinas vegetais

com carboidratos de glicoproteinas, microrganismos e células de mamiferos
(Quad. 1).

Quadro 1 - Estudos da Interagao lectina-carboidrato por técnica piezoelétrica e

eletroquimica.

TECNICA MODELO INTERAGAO REFERENCIA
lectina/glicoproteinas ArtinM/peroxidase Pesquero et al., 2010
ConA/Manana; Pei et al., 2005
QcM ConA/CarboxipeptidaseY; Lebed et al., 2006
ConA, WGA, UEA, LCA/fetuina, transferrina e Yakovleva et al., 2010
fibrinogénio;
lectina/microrganismos ConA/Escherichia coli Shen et al., 2007
WGA/Campylobacter jejuni Yakovleva et al., 2011
lectina/células de mamiferos ConA, WGA/células hepaticas L-02 Tan et al., 2008
lectina/glicoproteinas Cramoll/LPS Oliveira et al., 2011
ConA/fetoproteina Yang et al.,2013
EIS ConA/manose Loaiza et al., 2011

PNA/gangliosideo

Steinem et al., 1997

lectina/microrganismos

ConA/ Desulforibrio caledoiensis

Wan et al., 2009

lectina/células de mamiferos

ConA/células tumorais hepaticas

Hu et al., 2013

Fonte: Proprio autor
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1.2 A CONSTRUGAO DE SUPERFICIE DE RECONHECIMENTO PARA
ESTUDO DE INTERAGOES BIOMOLECULARES

O estudo da interacéao lectina-carboidrato pode ser realizado por meio do
desenvolvimento de superficies de reconhecimento, que sao capazes de
decodificar os processos de reconhecimento molecular em sinais mensuraveis,
auxiliando no estudo e na caracterizacdo de eventos biologicos (FATIBELLO
FILHO; CAPELATO, 1992; REUEL et al., 2012; STONES et al., 2009).

Superficies de reconhecimento podem ser criadas por meio da utilizagao
de um material bioldgico (células, proteinas, enzimas, tecido animal e vegetal,
entre outros) que é conectado a um transdutor (qualquer dispositivo capaz de
transformar um tipo de sinal em outro), que converte um sinal biolégico em um
sinal elétrico. Para tal fim, o material biolégico € imobilizado em uma membrana
adequada, que é acoplada junto a superficie do transdutor, o qual monitora as
reagoes e/ou associagdes que ocorrem entre o material bioldgico imobilizado e
o material de interesse (FATIBELLO FILHO; CAPELATO, 1992; MALHOTRA;
TURNER, 2003) (Fig. 3). Dentre as técnicas que utilizam esse principio, ha
técnicas colorimétricas como o ELISA (enzyme-liked immunosorbant assay),
Opticas como o SPR (surface plasmon ressonance), piezoelétricas como a
QCM  (quartz crystal microbalance), eletroquimicas como a EIS
(electrochemical impedance spectroscopy), entre outras, cada uma possuindo
uma capacidade distinta de detectar variagcbes nas concentragées no material
de interesse, ou seja, possuindo um grau de sensibilidade especifico (Fig. 4)
(DAMOS et al.,, 2004; GIL; MELO, 2010; PEDROSO et al.,, 2012). Neste
trabalho utilizaram-se as duas ultimas técnicas QCM e EIS, ambas n&o utilizam

marcadores conjugados a biomolécula e sao altamente sensiveis.
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Figura 3 — Representagao esquematica de uma superficie de reconhecimento
conectada a um processador. A molécula biolégica é imobilizada na superficie
do transdutor por meio de uma membrana adequada. Esta permite a
decodificacdo da interacdao entre a biomolécula imobilizada e seu analito
especifico em um sinal mensuravel, que é lido no processador.

Imobilizacdo

9

B

Analito ReceptorBiologico

A Processador/leitor
Transdutorde sinal

Fonte: Préprio autor

Figura 4 — Grafico comparativo da sensibilidade das técnicas de ELISA, SPR,
QCM e EIS para avaliagao de interagdes biolégicas. Dentre as técnicas que nao
utilizam marcadores a EIS se mostra mais sensivel.

ELISA
QCM
N P >
SPR
Auséncia 2 7=
de i &
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15 12 9 6
-Log 10 (M)

Fonte: Préprio autor

Para a construcao de superficies de reconhecimento mais sensiveis e de
maior confiabilidade, o processo de imobilizacdo deve permitir que as
biomoléculas mantenham-se fixas e estaveis sobre as superficies condutoras,

garantindo a preservagcdo das suas propriedades biologicas de
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reconhecimento. Existem varias metodologias para formar camadas funcionais
finas sobre as superficies condutoras, como por exemplo: adsor¢ao, ligagao
cruzada, ligacdo covalente e encapsulamento em géis ou membranas
(CARVALHAL, 2005; GIL;MELO, 2010).

A metodologia de imobilizagdo por meio das monocamadas auto-
organizadas (SAMs self-assembled monolayer) é constituida por uma ligagéo
covalente entre moléculas organicas, presentes em solugao liquida ou em fase
gasosa, e as superficies metalicas. Dentre outros metais, o ouro € o mais
comumente utilizado, pois é considerado razoavelmente inerte e possui alta
afinidade a grupamentos tidis (CARVALHAL, 2005; FREIRE et al.,, 2003;
SANTOS, 2012). Os grupos funcionais livres da molécula organica,
correspondentes as extremidades que nao esta presa ao metal, podem ser
grupamentos metila (CHs), carboxila (-COOH), amina (-NH), hidroxila (-OH) ou
uma mistura dos mesmos. Por essas extremidades qualquer biomolécula pode
ser acoplada (EDVARDSSON et al., 2005).

1.3 ISOTERMA DE LANGMUIR E ESTUDO DA INTERAGAO LECTINA-
CARBOIDRATO

O modelo das isotermas de Langmuir pode ser utilizado para a
determinacdo dos parametros de afinidade de varios sistemas, como por
exemplo, no estudo da interagcédo entre lectina e carboidrato das células. Este
modelo considera que (1) a superficie € uniforme e a espécie adsorvedora é
rigida, (2) capaz de ligar-se reversivelmente, ou seja, processo dindmico em
que a dessorgdo e adsorgao ocorrem (analito liga e desliga da molécula
imobilizada), (3) todos os sitios de adsor¢do s&o equivalentes uns aos outros,
sendo que o calor de adsorgao € o mesmo para todos os sitios e ndo depende
da fragdo coberta e (4) ndo existe interagdo entre moléculas situadas em sitios
diferentes, sendo que a velocidade de uma molécula ser adsorvida num certo
sitio é independente da ocupagdo dos sitios vizinhos (MOORE, 1976;
PESQUERO et al., 2010; SANTOS, 2012).
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Por meio da variagdo de um sinal analitico (alteragcdes de frequéncia,
massa, resisténcia de transferéncia de carga, entre outros) que é obtido
diretamente pela taxa de adsor¢do de moléculas de proteina em fungao da
concentracao, € possivel construir uma curva de saturagao, e por meio desta
aplica-se o modelo da isoterma de Langmuir permitindo o calculo da constante
de afinidade, conforme sera detalhado mais adiante. (PESQUERO et al., 2010;
LEBED et al., 2006; KARPOVICH; BLANCHARD, 1994)

1.4 MICROBALANCA A CRISTAL DE QUARTZO (QCM - QUARTZ
CRYSTAL MICROBALANCE)

A QCM é uma técnica baseada no fendbmeno da piezoeletricidade que
consiste na capacidade que alguns cristais possuem de gerar um campo
elétrico quando os mesmos sofrem algum estresse mecanico ou o efeito oposto
- a aplicagao de uma voltagem sobre o cristal provocando distor¢des fisicas no
mesmo (ANDRADE et al., 1991; COOPER; HAUSMAN, 2007)

O material mais comumente utilizado e que possui essa propriedade
piezoelétrica é o quartzo a, que consiste de uma forma cristalina especifica do
dioxido de silicio (SiO;), sendo insoluvel em agua e resistente a altas
temperaturas. A piezoeletricidade ocorre em cristais que ndo possuem um
centro de simetria em sua estrutura cristalina, levando ao aparecimento de
dipolos elétricos. O efeito piezoelétrico surge quando a compressao sobre um
material dielétrico deforma o entrelagamento cristalino, causando uma
separagao dos centros de gravidade de espécies opostamente carregadas, o
que provoca um momento dipolar em cada molécula (ANDRADE et al., 1991;
DAMOS et al.,, 2004). Esta alteragdo provoca o aparecimento de cargas
elétricas nas faces do cristal, sendo que a intensidade da carga elétrica gerada
€ dependente da intensidade da forga aplicada no material e da orientacao de
seus dipolos em relacdo as suas faces. Os dipolos presentes na estrutura
cristalina desses materiais sao atraidos ou repelidos quando expostos a uma
diferenca de potencial aplicada, provocando uma reorientacdo da rede
cristalina (deformagdo do material). Quando se aplica uma diferenga de
potencial alternada, o cristal oscila continuamente (ANDRADE et al., 1991;
SANTOS, 2012).
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Por meio da técnica de QCM é possivel relacionar a variagdo de
frequéncia na oscilagdo no cristal de quartzo e a variagdo de massa na
superficie do mesmo, pois quando uma interagdo ocorre a massa sobre a
superficie do cristal aumenta e por consequéncia sua frequéncia de oscilagédo
diminui de maneira proporcional de acordo com a relagao de Sauerbrey (Eq. 1)
(DAMOS et al.,, 2004; PEDROSO et al.,, 2012; PESQUERO et al., 2010;
SANTOS, 2012). Utilizando as variagbes de frequéncia € possivel a constru¢cao
de uma curva cinética e de saturagao que obedecendo a isoterma de Langmuir
permitem os calculos das constantes cinéticas e de afinidade da interagao

receptor-ligante.

fé (1)
m

Na equacao 1 temos que Af é a variagao da frequéncia, fy € a frequéncia
fundamental do cristal de quartzo, Am é a variagcdo da massa sobre o eletrodo,
Pq € a densidade do cristal de quartzo, F;é a constante de frequéncia (Fq = fod,,
sendo que d, é a espessura do cristal) e Ag € a area do eletrodo depositada

sobre o cristal.

De acordo com os trabalhos de Tan e colaboradores (2009) e Huang e
colaboradores (2010), a QCM devido a sua alta sensibilidade, operagao facil e
monitoramento dindmico, tem facilitado varios estudos de interagdo bioldgica
como o monitoramento do efeito citotoxico de algumas drogas sobre células
tumorais e a detecg¢ao de pequenas concentragcdes de substancias que indicam

a existéncia de células cancerigenas no organismo.

1.5 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA (EIS -
ELECTROCHEMICAL IMPEDANCE SPECTROSCOPY)

O termo impedancia elétrica denota uma oposicdo ao fluxo de elétrons

ou a corrente. Em circuitos de corrente continua, apenas resistores conseguem
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produzir este efeito. Entretanto, em circuitos de corrente alternada (CA), dois
outros elementos do circuito podem impedir o fluxo de elétrons, os capacitores
e os indutores. A impedancia pode ser expressa como um numero complexo,
no qual a resisténcia (Z’) € o componente real e a capacitancia combinada com
a indutancia € o componente imaginario (Z”). A impedancia total em um circuito
€ a oposicao combinada de todos os seus resistores, capacitores e indutores
para o fluxo de elétrons. Para a oposicdo de capacitores e indutores é dado o
nome de reatancia (BARD, 2001; LISDAT; SCHAFER, 2008).

Na EIS surge uma corrente de natureza senoidal em resposta a
aplicacdo de um potencial senoidal ao sistema. Este método de aplicagao de
um potencial senoidal de pequena amplitude possibilita que o sistema seja
perturbado empregando poucos milivolts, de forma a tornar possivel a
investigacdo de fendmenos eletroquimicos proximos ao estado de equilibrio.
Além disso, é possivel perturbar o sistema usando diferentes valores de
frequéncia, pois a onda de potencial é senoidal. Mediante um monitoramento
das relagdes entre o potencial aplicado e a corrente sao obtidas a impedancia
do sistema e o angulo de fase (defasagem da corrente em relagao ao potencial
aplicado). Com isso, é possivel estudar processos de transporte de carga,
condutividade de filmes, capacitancia redox e de dupla camada e coeficientes
de difusdo de portadores de carga (BARD, 2001; CARVALHO et al., 2006).

Os ensaios eletroquimicos com moléculas biolégicas séo realizados com
a imobilizacdo das biomoléculas receptivas (anticorpos, acidos nucléicos,
células, proteinas ou peptideos) na superficie do eletrodo e convertendo o
evento de ligagdo da biomolécula com seu ligante em um sinal elétrico
mensuravel. A modificacdo da superficie do eletrodo gera uma barreira
eletrostatica ou mecénica para espécies redox contidas na solugao, refletindo
assim, em uma resisténcia de transferéncia de carga. Quando a superficie do
eletrodo é cuidadosa e adequadamente modificada com a biomolécula, essa
barreira pode estar relacionada a ligagdo muito sensivel entre biomolécula e
ligante. Desta maneira, € possivel estudar e avaliar interagbes moleculares em
varios sistemas biologicos. As variagdes eletroquimicas obtidas permitem a
construcdo de uma curva de saturagdo (curva analitica) que obedecendo a

isoterma de Langmuir permite o calculo da constante de afinidade. Um exemplo
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do emprego da EIS é na detecgdo, no organismo, de niveis muito baixos de
substancias ou biomoléculas que indicam o inicio de certas patologias,
possibilitando assim, um tratamento precoce (JOHNSON et al., 2012; REUEL
et al., 2012).

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

De acordo com o trabalho de Carvalho e colaboradores (2011), a lectina
ArtinM é habil em gerar um efeito anti-tumoral, promovendo morte de células
da leucemia mieldide, mais precisamente das NB4, por um processo de
autofagia. Este evento € mediado pela interacdo da lectina com o brago de
glicosilagéo aberrante b1-6GIcNAc das N-Glicanas na superficie celular. Esses
resultados nos incentivaram a aprofundar o entendimento da interacdo da
ArtinM com as células leucémicas NB4, agora sobre um ponto de vista fisico-
quimico. Tais conhecimentos podem abrir perspectivas para o desenvolvimento

de novas estratégicas terapéuticas.

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a interagédo ArtinM-NB4 por
meio do desenvolvimento de uma superficie de reconhecimento capaz de
realizar a transducao do evento bioldgico de interagdo proteina-ligante em sinal

elétrico por meio das técnicas de QCM e EIS.

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A secgao de procedimento experimental deste trabalho foi dividida em duas
partes, a primeira corresponde a parte bioldgica, realizada em parceria com o
Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia do Departamento de Biologia
Molecular e Celular da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP),
coordenado pela Prof?. Dr?. Maria Cristina Roque-Barreira: purificagdo da
ArtinM e ao cultivo das células leucémicas, e a segunda esta relacionada as
medidas fisico-quimicas, realizadas no Laboratério de Eletroanalise do
Departamento de Fisico-Quimica do Instituto de Quimica da Unesp Araraquara:

utilizacao da técnica de QCM e da técnica de EIS.
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3.1 Parte biolégica
3.1.1 Purificagao de ArtinM

Para o preparo do extrato bruto de sementes de jaca (Artocarpus
heterophyllus), aproximadamente, 100 g do pd obtido por moagem das
sementes secas foi adicionado a 1 litro de PBS (solug&o salina tamponada com
fosfato, pH 7,4). A mistura obtida foi incubada por 16 h a 4°C, o sobrenadante
foi coletado e ultradiafiltrado contra PBS, utilizando-se sistema Amicon e
membrana YM10 (Amicon Division). A lectina ArtinM foi purificada por
cromatografia de afinidade de acordo com o procedimento descrito por Santos-
de-Oliveira e colaboradores (1994). O extrato bruto de sementes de jaca foi
aplicado em coluna Sepharose® D-galactose (Pierce) e o material ligante foi
eluido com D-Galactose 0,1 molL™" (Sigma), constituindo a fragdo Jacalina. O
material n&o ligante foi passado pela coluna Sepharose® D-manose (Pierce) e
eluido com 0,1 molL™ de D-Manose (Sigma), constituindo a fragdo ArtinM.
Separadamente, essas fragdes foram ultradiafiltradas contra agua deionizada
utilizando sistema Amicon e membrana YM10 (Amicon), e armazenada a
- 20 °C.

3.1.2 Dosagem protéica e analise da pureza

A dosagem protéica foi procedida utilizando-se o kit BCA (Sigma),
constituida de solucdo de acido bicincrbnico e sulfato de cobre. As
concentragbes protéicas foram calculadas utilizando-se a curva de regresséo
linear, a partir de curva padrédo de BSA (Soroalbumina bovina, Sigma). A leitura

foi realizada a 562 nm no leitor de microplacas Power Wave x (bio-tek).

As preparagdes da lectina ArtinM teve seu grau de pureza avaliado por
eletroforese em gel de poliacrilamida 12 % (LAEMMLI, 1970), na presenca de
dodecil sulfato de sddio 0,01% (SDS PAGE), utilizando sistema Versatile Mini-
Protean 3 Eletrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories). Foram aplicadas
amostras de 2 a 4 ug de cada preparacao, fervidas por 3 minutos a 100 °C. As
corridas foram feitas sob 200 volts constantes, com corrente variando de 15 a
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20 mA, durante aproximadamente 50 min. As bandas protéicas foram

reveladas pela coloragdo com prata (BLUM et al., 1987).
3.1.3 Cultivo das células NB4

A linhagem tumoral NB4 (leucemia promielocitica aguda) foi cultivada a
37°C em estufa umidificada contendo 5% de CO;, em meio RPMI 1640
suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 100 ugmL™ de penicilina e 100
ug mL" de estreptomicina. As trocas dos meios foram feitas a cada 48 horas
(Fig.5).

Parte das células foi coletada, lavada duas vezes com PBS por 5
minutos a 1500 rpm e incubadas com paraformaldeido 2% em PBS por 20 min.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e incubadas com solugao
de Glicina 1% por 10 min, seguido de nova lavagem com PBS. As células
foram ressuspendidas e contadas em camara de Neubauer (Weber Scientific
International). Os volumes foram ajustados de acordo com a concentracao de

células necessarias para realizar as medidas.

Figura 5 — Cultivo das células leucémicas NB4. (a) Repique das células em
garrafas contendo meio RPMI 1640 suplementado com 10 % de soro fetal bovino
e 100 pg mL™" de penicilina e 100 pg mL™ de estreptomicina; (b) Garrafa contendo
células e o meio de cultura especifico para o crescimento.

(a) (b)

Fonte: Préprio autor
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3.2 Parte Fisico-Quimica
3.2.1 Medidas Piezoelétricas
3.2.1.1 Instrumentacao (Fig.6)

e Cristais de quartzo piezoelétricos de corte AT com frequéncia
fundamental de 5 MHz e com 16 mm de didmetro, contendo eletrodos

de ouro concéntricos depositados em ambos os lados do cristal.

e Microbalanga da Q-sense (QCM-D) modelo E4 com sensibilidade de 1,8

ng cm?, que em meio liquido s&o correspondentes a 0,1 Hz ;

e Camara de fluxo paralelo continuo com compartimento de 40 uL de
volume, onde é fixado o cristal de quartzo. Estas camaras de medidas
possuem controle de temperatura, podendo variar entre 18 e 50 °C com
estabilidade de 0,02 °C.

Figura 6 - Conjunto utilizado para medidas piezoelétricas, no estudo da
formacgao da superficie de reconhecimento e da interagdo da ArtinM com as
células NB4. (a) visdao geral do equipamento. Da esugerda para a direita:
notebook contendo o software do equipamento Q-Sense modelo E4 (Q-Soft),
circuito oscilador, bomba peristaltica, compartimento das camaras; (b) visao
do compartimento da camara de inje¢ao; (c) camara conectada nos tubos de
injecao; (d) camara aberta mostrando a disposicao do cristal de quartzo e (e)
visdo superior e inferior do cristal de quartzo.

Fonte: Préprio autor



32

3.2.1.2 Limpeza dos cristais

Os cristais foram limpos com uma solugdo de acido sulfurico
concentrado, H,SO4 (Synth) e perdéxido de hidrogénio, H,O, 30% (Synth) na
proporgao 7:3 (v/v), respectivamente. Em seguida, foram enxaguados com
agua destilada e secos ao ar. Esta solugao € extremamente reativa e sua
preparacao e utilizagdo foram realizadas em capela utilizando equipamentos de

protecao individual.

3.2.1.3 Funcionalizacao do transdutor

A funcionalizagdo do transdutor, o cristal de quartzo piezoelétrico foi
realizada por meio da formagdo de monocamada auto-organizada de
alcanotidis. Uma monocamada homogénea foi construida a partir de uma
solugdo contendo dois alcanotidis, o acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA)
e 0 6-mercapto-1-hexanol (6-MetOH) nas concentragdes de 1,0x10™* e 1,0x107?
mol L™ (1:100), respectivamente. O 11-MUA foi utilizado para a ligagdo da
lectina, por meio de uma ligagdo entre um grupamento amina presente na
estrutura da proteina e o grupamento carboxilico presente em uma das
extremidades da molécula do alcanotiol. O 6-MetOH foi utilizado como
espacgador entre as moléculas de ArtinM, para diminuir o impedimento estérico

entre as espécies do analito (células NB4) (Fig.7).

O espacamento, entre as cadeias de 11-MUA na superficie sensora,
promovido pelo 6-MetOH é de extrema importancia, pois a determinagao dos
parametros de afinidade e cinéticos de interagdes lectina-carboidrato, estando
a molécula de lectina imobilizada em uma superficie rigida, é altamente afetado
pelo impedimento estérico. O impedimento estérico durante as interagbes
ArtinM-NB4 é uma consequéncia da proximidade entre as moléculas de lectina
imobilizada na superficie do transdutor e do tamanho das moléculas bioldgicas

utilizadas, pois a lectina e a célula possuem estruturas grandes.
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Figura 7 — Esquema da SAM de alcanotidis. O 11-MUA foi utilizado como tiol
ancora da lectina e o 6-MetOH foi utilizado com espagador para diminuir o
impedimento estérico entre as biomoléculas.

o\C/OH ?H
I (CH,):
(CH,) I .
l Tiol dncora g  Tiol espagador
o) OH o) OH
N\
N (|3 OH OH \C/
(CHy)o  (CH,)s  (CH.)s (CH2)10
S S S S

Au

Fonte: Préprio autor

A mistura dos alcanotidis foi preparada em etanol (Chemis), e nesta
solugao o transdutor foi imerso por um periodo de 12 h. Em seguida o cristal foi
lavado com etanol e solugdo tampao fosfato salina 0,1 mol L' com pH 7,0
(PBS, phosphate buffer saline). Subsequentemente, o cristal foi imerso, por 2 h,
em uma solugédo de EDC (N-etil-N-(dimetilaminopropil) carbodiimida) e NHS (N-
hidroxisuccinimida) de concentracdo 1,0x102 e 2,0x10? mol L7,

respectivamente, para a ativagao dos grupamentos carboxilicos (Fig. 8).

Novamente o cristal foi lavado com PBS e em seguida, mantido por 2 h,
em uma solucéo 0,15 mg mL™" da lectina ArtinM. Apds este periodo o cristal foi
lavado com PBS e exposto a uma solugéo de gelatina 0,1 % por 2 h, para o
bloqueio dos grupamentos carboxilicos remanescentes e novamente lavado

com PBS e seco ao ar.
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Figura 8 — Processo de ativagcao dos grupos carboxilicos presentes na cadeia do
alcanotiol (11-MUA). Quando a solucdo de EDC e NHS entra em contato com a
SAM de 11-MUA ocorre a formacao de éster-NHS, composto estavel que
aumenta a eficiéncia do processo de imobilizagao da lectina.
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Fonte: Préprio autor

3.2.1.4 Avaliagcao da interagao ArtinM-NB4

Apos as etapas de funcionalizacdo, o cristal de quartzo piezoelétrico
contendo a lectina imobilizada foi fixado na camara de fluxo da QCM, dentro da
qual somente um dos lados do cristal permaneceu em contato com a solugao.
Foram utilizados PBS como fluxo carregador e uma bomba peristaltica para
manter esse fluxo a uma vazdo de 100 pL min', para que ocorresse a
estabilizacdo do sinal de variacdo da frequéncia fundamental de vibragao dos

cristais de quartzo.

Realizada essa estabilizacdo, foram adicionadas as células NB4 nas
concentracgdes 0,1; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 15,0x106 cel mL™". Cada concentracao
de célula foi adicionada a um cristal de quartzo diferente e cada medida foi
realizada em triplicata. Apds a adi¢ao, o fluxo foi desligado e a solugéo de
células foi deixada em contato com a lectina imobilizada por 35 min. Apés, o
fluxo foi religado e toda a solugao de células que nao interagiu com a ArtinM foi
removida. Desta forma, a variacdo da frequéncia fundamental de vibragao do
cristal de quartzo obtida, depois de religado o fluxo, é referente, somente, as

células ligadas a lectina imobilizada na superficie do transdutor (Fig. 9).
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Figura 9 — Esquema da superficie de reconhecimento. A superficie de ouro do
cristal de quartzo esta funcionalizada com a ArtinM e os grupos carboxilicos
remanescentes do 11-MUA estao bloqueados com gelatina. A ArtinM imobilizada
é capaz de interagir com os carboidratos da superficie das células injetadas na

superficie do cristal.
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Fonte: Préprio autor

3.2.2 Medidas eletroquimicas
3.2.2.1 Instrumentacao (Fig.10)

As medidas eletroquimicas de espectroscopia de impedancia (EIS)

foram realizadas utilizando:

e Potenciostato modelo PGSTAT 12 da Autolab com um moéddulo de
impedancia FRA2, interfaceado a um computador e controlado pelo
software ANOVA;

e Uma cela convencional de trés eletrodos a temperatura ambiente,

utiizando um eletrodo de trabalho de ouro 2,0 mm de didametro
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modificado, um contra eletrodo de platina e um eletrodo de referéncia de
Ag/AgCl (3 mol L™ KCI).

Figura 10—Conjunto utilizado para medidas eletroquimicas,no estudo da
formagao da superficie de reconhecimento e da interagao da ArtinM com as
células NB4. (a) visdao geral do equipamento. Da esquerda para a direita:
computador contendo o software ANOVA,gaiola de Faraday, potenciostato
modelo PGSTAT 12 da Autolab; (b) visdao do potenciostato; (c) cela
eletroquimica com eletrodo de trabalho, contra-eletrodo e eletrodo de
referéncia; (d) esquema de cela eletroquimica com o eletrodo de trabalho
com superficie de ouro, onde ocorrem as reagoes de interesse, eletrodo de
referéncia que estabelece o potencial de referéncia e o eletrodo auxiliar que
mantém o eletrodo de trabalho polarizado e ndao permite que haja reagao no
eletrodo de referéncia. Todos eletrodos submersos em uma solugdo com
espécies eletroativas que trocam elétrons com a superficie do ouro e (e)
visdo interna da gaiola de Faraday com os fios.

(b)

E Eletrodo de traballho

Eletrodo

Eletrodode [ ausiliar

referéncia

eletroativas
Fe2+fFeds

Fonte: Préprio autor
3.2.2.2 Polimento, limpeza e caracterizagao do eletrodo

Antes de qualquer trabalho experimental, os eletrodos de ouro foram
polidos mecanicamente com pasta de Oxido de aluminio com tamanhos
decrescentes de particulas: 1,0; 0,3 e 0,05 um. Entre cada polimento realizou-
se sonificagdo para remover possiveis particulas aderidas na superficie do
eletrodo. Este, posteriormente, foi tratado eletroquimicamente (dessorgao),

utilizando NaOH 0,5 mol L™ entre os potenciais de -1,5 e -0,5 V com uma
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velocidade de varredura de 100 mV s™, para a remocao de possiveis particulas
organicas aderidas na superficie. Realizou-se, depois, outro tratamento
eletroquimico (limpeza eletroquimica), com uma solugdo de 0,5 mol L™ de
H.SO,4 entre os potenciais de 0,2 e 1,5 V com velocidade de varredura de 100
mV s’ até que o pico de redugado no voltamograma ciclico ficasse estavel
(aproximadamente 50 ciclos). Por fim, o eletrodo de ouro polido foi
caracterizado por voltametria ciclica (CV) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS). Estas medicbes foram realizadas em uma solugado de
Fe(CN)s>/Fe(CN)s* em KNO3 1mol L. A CV foi realizada a uma velocidade de
varredura de 100 mV s™' entre os potenciais de 0,0 e 0,7 V em relagdo ao
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. Este procedimento de caracterizagéo foi

realizado apds cada etapa de construgao do eletrodo funcionalizado.

3.2.2.3 Funcionalizagao do transdutor

A monocamada auto-organizada foi composta por uma mistura de dois
alcanotiodis, o acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA) e o 6-mercapto-1-
hexanol (6-MetOH)(1:25). O primeiro foi utilizado para acoplar o anticorpo, por
meio de uma ligacdo entre o grupamento amina presente na estrutura da
proteina e o grupamento carboxilico presente em uma das extremidades da
molécula do alcanotiol e o segundo como espacgador (Fig. 7), para diminuir o
impedimento estérico entre as espécies do analito (células NB4). O eletrodo de
ouro polido foi imerso numa mistura de 8 uL de solugéo etandlica de 2,0x10
mol L™ de 11-MUA e 192 pL de solucdo etandlica de 2,0x10™ mol L™ de 6-
MetOH e foi deixado por 16 h funcionalizando. Apds isso, o eletrodo foi lavado
com agua deionizada, posteriormente com uma solugdo de KNO3; 1 mol L' e
seco com gas nitrogénio. Em seguida, a superficie funcionalizada do eletrodo
foi caracterizada como descrito na secado 3.2.2.2. Apds, para a ativacdo dos
grupamentos carboxilicos, o eletrodo foi imerso por 30 min em uma solugéo de
200 uL de EDC/NHS nas concentracdes 0,4 e 0,1mol L™, respectivamente (Fig.
8). O eletrodo foi, entdo, mantido em uma solugdo de 0,15 mg mL™ da lectina
ArtinM em tampzo PBS 0,1 mol L' , pH 7,4 e deixado por 1 h. Apds este

periodo, o cristal foi lavado com PBS e exposto a uma solugdo de gelatina
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0,1% por 30 min, para o bloqueio dos grupamentos carboxilicos
remanescentes. Finalmente, a superficie do eletrodo foi lavada com PBS e logo

em seguida, realizou-se nova caracterizagao da superficie.

3.2.2.4 Avaliacao da interagao ArtinM-NB4

ApoOs a etapa de funcionalizagdo do transdutor, foram adicionadas a
superficie do eletrodo 30 pL de diferentes concentragdes de solugao de células,
todas em PBS pH 7,4, para que houvesse interagcdo destas células com a
lectina imobilizada (Fig. 9). As concentracdes adicionadas foram: 10°, 0,5x10%,
10°, 10° e 10’ cel mL™ e cada uma foi deixada em contato com a lectina durante
35 min. Passado este tempo, a superficie foi lavada com PBS, realizando apds,
medidas de voltametria ciclica, impedancia e capacitancia. Cada medida foi

realizada em triplicata.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A secgéo de resultados e discussdo deste trabalho também foi dividida

em duas partes: bioldgica e fisico-quimica.
4.1 Parte bioldgica
4.1.1 Obtencao da lectina ArtinM

A lectina ArtinM foi purificada do extrato bruto da semente de Jaca por
cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose-D-manose (Fig.11 B). Em
um passo anterior, a Jacalina foi purificada por cromatografia de afinidade em
coluna de Sepharose-D-galactose (Fig.11A). Observando os graficos da Figura
11 é possivel verificar que a Jacalina esta presente em grande quantidade na

semente da jaca, enquanto a ArtinM esta presente em pequena quantidade.
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Figura 11 — Perfil cromatografico da purificagao de ArtinM. Em A e B a linha azul
mostra a absorbancia do material em fluxo no sistema AKTA Purifier. (A) —
Remocgao de Jacalina: o extrato bruto foi aplicado em coluna com sepharose D-
galactose, proporcionando a adsor¢cdao da Jacalina a D-galactose e eluato PBS
(material nao ligante) depletado de Jacalina. (B) — Purificagao de ArtinM: injecao
de eluato PBS em coluna com sepharose D-manose para obtencao de ArtinM
(material ligante), eluido com solugdo de D-manose 0,1 mol L™.
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Fonte: Ricci, (2012)

Figura 12 — Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, mostrando a
pureza da ArtinM. Para a realizacdo da corrida em gel foram utilizados
marcadores moleculares comerciais (MM), preparagcdao de Jacalina (Jc) e uma
preparacao de ArtinM (A1). As preparac¢oes de lectina (Jacalina e ArtinM) foram

fervidas.
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Fonte: Préprio autor
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Para certificar a pureza das preparagdes realizou-se eletroforese em gel
de poliacrilamida SDS-PAGE, ArtinM e Jacalina foram analisadas apos fervura.
Na Figura 12 € possivel observar que na pista correspondente a Jacalina ha
duas bandas de massas moleculares aparentes de 11 e 14 kDa. Na pista
correspondente a ArtinM visualiza-se uma banda unica de massa molecular
aparente de aproximadamente 13 kDa, evidenciando a pureza da preparacao
de ArtinM, conforme parametros estabelecidos por Rosa e colaboradores
(1999) e Santos de Oliveira e colaboradores (1994). Uma vez constatada a

pureza, a ArtinM pode ser utilizada nos ensaios subsequentes.

4.2 Parte Fisico-quimica
4.2.1 Medidas piezoelétricas

A técnica piezoelétrica utilizando Microbalanca a Cristal de Quartzo tem
sido utilizada em estudos de processos bioldégicos que envolvem a interacao
receptor-ligante, como por exemplo, na interacdo antigeno-anticorpo
(SVOBODOVA et al., 2006) e lectina-carboidrato (PESQUERO et al., 2010;
PEDROSO et al., 2012; SANTOS, 2012). O estudo destas interagcbes pode ser
realizado por meio do desenvolvimento de biossensores (SVOBODOVA et al.,
2006; PEDROSO et al., 2012; PEI et al., 2005) e superficies de
reconhecimento para avaliacdo das constantes cinéticas de medidas de
afinidade (PESQUERO et al., 2010; SANTOS, 2012) e a partir desses, ha a
decodificagdo de processos de reconhecimento molecular em sinais

mensuraveis.

O estudo da interagdo de lectinas com células também vem sendo
realizado utilizando a QCM, que devido a sua sensibilidade pode ser aplicada
para caracterizar glicanas da superficie celular e distinguir diferentes padrdes
de malignidade. Pei e colaboradores (2012) utilizaram a QCM para verificar a
interacdo das lectinas Con A, DBA, PNA, SBA e UEA-I com células de
carcinoma epidermoide (A-431) e adenocarcinoma de mama (MDA-MB-468)
visando caracterizar o padrdo de glicosilagdo presente nesses células. Tan e

colaboradores (2008) usaram QCM para mensurar a aglutinagao promovida por
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ConA e WGA sobre células hepaticas normais L-02 e tumorais Bel7402, de
modo a distinguir estas linhagens. Peiris e colaboradores (2012) mostraram por
analise em QCM que a lectina HPA é capaz de se ligar as células metastaticas
colorretais SW620 com maior intensidade quando comparada a linhagem nao
metastatica SW480.

4.21.1 Limpeza dos cristais de quartzo e construgcao da superficie de

reconhecimento para os testes piezoelétricos

O procedimento de lavagem da superficie de ouro do cristal € crucial para
a montagem da superficie de reconhecimento. A solugdo piranha elimina
qualquer material imobilizado anteriormente, permitindo que a superficie do
ouro esteja limpa para montagem de novas superficies de reconhecimento.
Experimentos do nosso grupo mostraram que cada cristal pode ser reutilizado
até cinco vezes, porque apos isso, a solugdo piranha podera danificar a
uniformidade da superficie de ouro, prejudicando a qualidade da imobilizagéo

de tiois.

Para as medidas piezoelétricas, em bancada foi realizada a imobilizagao
dos tidis na superficie de ouro do cristal de quartzo e subsequente ativacdo dos
sitios carboxilicos do tiol ancora (11-MUA) com solucdo de EDC/NHS. Os
cristais foram funcionalizados, em fluxo, com a lectina ArtinM e os grupamentos
carboxilicos remanescentes foram bloqueados com gelatina. A confirmagéo da
imobilizagdo da ArtinM na SAM e o bloqueio com gelatina foi realizada em

fluxo, com monitoramento da QCM.

A avaliacdo da funcionalizagcdo do eletrodo com a lectina ArtinM foi
procedida em fluxo. Na Figura 13, observa-se que apds a injegado da solugao
da lectina (A) houve uma variacao de frequéncia (Af) de aproximadamente 15
Hz, sugerindo a interacdo entre a lectina e a monocamada automontada de
tiois. De acordo com a equacgao de Sauerbrey (Eqg. 1), a frequéncia diminuiu
devido a adsor¢cdo de massa sobre a superficie do cristal de quartzo. Apds a
injecéo de PBS (B), para a lavagem do cristal, foi injetada a solugéo de gelatina
(C) e o fluxo foi parado. Em seguida, foi realizada uma nova lavagem do cristal
com PBS (D). Nota-se uma variagdo da frequéncia resultante de
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aproximadamente 40 Hz apds a injecao da solugdo de gelatina, mostrando o
bloqueio dos grupamentos carboxilicos remanescentes do 11-MUA. Esse
mesmo protocolo foi adotado por Pedroso e colaboradores (2012), Pesquero e
colaboradores (2010) e Santos (2012), mostrando a eficiéncia da
funcionalizacdo das lectinas sobre as monocamadas automontadas de tidis e

também a eficiéncia do bloqueio.

Figura 13— Formacao da superficie de reconhecimento. Processo de adsorgao da
lectina ArtinM sobre o eletrodo de ouro funcionalizado com SAM e ativado com
solugdo EDC/NHS. (A) representa o momento inicial de inje¢ao da ArtinM , (B) a
injecdo de PBS para a lavagem dos cristais realizada apés imobilizagao da
lectina, (C) o inicio da injecao de gelatina para o bloqueio dos sitios néao
ocupados pela ArtinM e (D) nova injecdo de PBS para lavagem da gelatina nao
adsorvida.
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Fonte: Préprio autor

4.21.2 Estudo da interagao ArtinM-NB4

O estudo da interagdao ArtinM-NB4, em tempo real, foi realizado
utilizando técnica de QCM por meio da adicdo de concentracdes crescentes
das células leucémicas sobre transdutores previamente funcionalizados com a
lectina. A Figura 14 mostra um exemplo de resposta da frequéncia, em funcao
do tempo, para a adi¢cdo das células sobre os sensores funcionalizados com
ArtinM. Quando a solugédo de células foi injetada sobre a superficie de

reconhecimento ocorreu um rapido decaimento da frequéncia indicando que a
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célula ligou-se sobre a ArtinM imobilizada. Apés novo fluxo de tampao PBS,
verifica-se o valor final de frequéncia que subtraido da inicial, corresponde ao
Af. Este esta relacionado a massa adsorvida, ou seja, células que interagiram
com a lectina.

Por meio da adicdo de concentracbes crescentes de célula sobre
diferentes sensores funcionalizados com ArtinM, foi possivel construir a curva
de saturagao e, por meio dela, aplicar o modelo da Isoterma de Langmuir para
o estudo da interacédo lectina-carboidrato como realizado por Pesquero e
colaboradores (2010), Santos (2012) e Lebed e colaboradores (2006). A curva
de saturacdo obtida para o sistema em estudo (ArtinM-NB4) é mostrada na

Figura 15. Af esta representado pela média dos valores.
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Figura 14 — Curvas da variacao de freqiiéncia de oscilagao do cristal de quartzo
em fungdo do tempo para a adigdo de NB4. (a) Interagdo célula NB4 (1,0x10° cel
mL™) sobre o cristal funcionalizado com ArtinM. (b)interagdo célula NB4
(10,0x10° cel mL™") sobre o cristal funcionalizado com ArtinM.
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Fonte: Préprio autor
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Figura 15 — (a) Exemplo de isoterma de Langmuir. (b) isoterma de Langmuir

obtida para a interagao ArtinM-NB4.
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Fonte: (a) Adaptado de Santos (2012); (b) Préprio autor

Para desenvolver uma superficie de reconhecimento que satisfaca os
critérios da Isoterma de Langmuir (secdo 1.3) foi necessario minimizar alguns
erros. Por exemplo, o modelo se aplica a superficies sélidas que contém um
numero fixo de sitios de adsorgcao (1). Neste trabalho, ao estudar a interagao
ArtinM-NB4, o sitio de interacdo € a lectina imobilizada sobre o cristal
piezoelétrico. Forcosamente, deve-se esperar que em cada ensaio, 0 humero
de lectinas disponiveis para interagao seja constante. Uma forma de observar a

reprodutibilidade do numero de sitios é analisar quantitativamente a
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imobilizagdo da lectina. Isto foi realizado por meio da técnica de QCM (Fig. 13)

e, fazendo triplicata das medidas, obteve-se reprodutibilidade dos resultados.

Em relacdo ao calor de adsorgdo dos sitios de ligagdo (3) e as
interacdes entre as moléculas ligantes vizinhas (4), pode-se dizer que para um
modelo ideal, em que o adsorvato é um gas, pode-se esperar interagdes nulas
entre as espécies livres e entre aquelas em sitios vizinhos a elas (MOORE,
1976). Entretanto, entendemos que esse n&o é o caso de moléculas grandes e
de células, pois existe a possibilidade de interagdo entre as espécies. Para
minimizar esses efeitos de interacido foram utilizadas concentragdes diluidas de
adsorbato e na formagdo da SAM utilizou-se, além do tiol de cadeia longa (11-
MUA), um tiol de cadeia menor (6-MetOH), como espagador, proporcionando,
assim, menor impedimento estérico entre as moléculas de lectina imobilizada.
Desta maneira, garantiram-se condigbes em que as interagbes nao afetassem

sensivelmente o modelo.

4.2.1.3 Determinagao da constante de afinidade aparente (K’) da interagao

ArtinM-NB4 por meio do modelo da Isoterma de Langmuir.

O procedimento para a determinagcdo da constante de afinidade
aparente K foi aplicado de acordo com os trabalhos de Pesquero e

colaboradores (2010) e Santos (2012) e € mostrado a seguir.

Levando em consideragao os critérios (1) e (4) do modelo considerado
anteriormente, é possivel obter a constante de afinidade aparente K’ utilizando
diretamente a isoterma de Langmuir (Eq. 2) (LEBED et al., 2006):

K'[célula]
1+ K'[célula]

Af = Afméx (2)

Na equacao 2, Af é a variacdo de frequéncia, Afy.x a variacdo de

frequéncia na saturacdo, [célula] a concentragdo de célula, em cel mL
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utilizada e K', a constante de afinidade aparente (PESQUERO et al., 2010;
SANTOS, 2012) ou constante de associa¢ao (LEBED et al., 2006).

Essa constante pode ser obtida por meio da linearizagao da Isoterma de
Langmuir, ou seja, relacionado em um grafico as grandezas de [célula]/Af em
funcdo da concentragdo de célula (Eq. 3), sendo que K’ podem ser obtidos

diretamente pelos coeficientes angular e linear da curva.

C C 1 1

ﬁ B Afmax + Afmax .EI (3)

Os valores da razao entre a concentragao de células NB4 adicionadas
aos cristais de quartzo modificados com ArtinM e a variacdo de frequéncia

causada pela adsorgdo das mesmas encontra-se expressos na Tabela 1.

Tabela 1. Relacdao entre a quantidade de NB4 adsorvida ([NB4J/Af .c4ia) € @
concentracdo da mesma em solugao ([NB4]).

[NB4] cel mL™’ [NBA4J/AS media (x10°)
0,1x10° 2,85 1,89
1,0x10° 1,63 0,8
2,5x10° 1,80 0,32
5,0x10° 3,09 £0,31
10,0x10° 5,60 +0,29
15,0x10° 7,00 0,35

Fonte: Préprio autor

Utilizando os resultados expressos na Tabela1 foi construida a isoterma

de Langmuir linearizada para a interagcao ArtinM-NB4, representada na Figura



48

16. Por meio da razao entre o coeficiente angular e o linear da isoterma de
Langmuir foi determinada a constante de afinidade aparente, K’ para a
interacdo da ArtinM com NB4. O valor de K obtido foi de (4,4 + 0,1) x 10" mL

cel™.

Figura 16 — Isoterma de Langmuir linearizada para a interagao ArtinM-NB4 obtida
para o calculo da constante de afinidade aparente, K’, por meio da Equacéao (2).
A regressao linear esta mostrada em vermelho.
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Fonte: Préprio autor

Para que ocorresse um melhor ajuste dos pontos no grafico, na
construcdo da Isoterma de Langmuir linearizada foram escolhidas apenas
quatro ultimas concentragdes das seis utilizadas (Tab. 1).0 coeficiente de

correlagado para a regresséo linear foi de 99,1%.

4.2.1.4 Determinagao dos parametros cinéticos da interagao ArtinM-NB4

por meio do modelo da Isoterma de Langmuir.

As dedugdes das equagdes e o procedimento para a determinagao dos
parametros cinéticos e de afinidade foram aplicados de acordo com os
trabalhos de Pesquero e colaboradores (2010) e Santos (2012) e séao

mostrados a seguir.
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As interagdes lectina-carboidrato puderam ser avaliadas por meio de sua
cinética de interagédo utilizando a QCM. A imobilizacdo da lectina ArtinM na
superficie do transdutor simplifica a analise cinética, pois desta forma o efeito
do transporte de massa pode ser desprezado e um modelo simples de
interacdo monomolecular pode ser aplicado (NILSSON, 2007). A reacédo de
interagdo entre receptor imobilizado na superficie do transdutor (ArtinM) e seu
ligante (NB4), sendo um sistema binario de interacdo pode ser descrita pela
Equacgéo 4 (NILSSON, 2007).

[R]; + [L]; ,ﬁ" [R—L] (4)

Na Equacao 4, [R]; corresponde a concentracdo do receptor imobilizado
na superficie do transdutor (ArtinM) e [L]; a concentracéo de ligante em solugao
(NB4). Os parametros ko, € ko sdo, respectivamente, as constantes de
velocidade de formacado e dissociacdo do complexo receptor-ligante, [R — L].
As velocidades de formacéao e dissociagdo do complexo receptor-ligante r. e r-
sao definidas pelas Equacdes 5 e 6 respectivamente.

_ d[R-L]
T ar

= kon01[L] ()

_ _d[R-L]
- dt

= kofr 0 (6)

Nas equacdes 5 e 6, 0; e 6, correspondem a porcentagem de sitios
ligantes livres, ArtinM imobilizada sem a presencga de interagéo especifica com
a NB4, e de NB4 adsorvida sobre o receptor na superficie do sensor em um

tempo t, respectivamente. [L] € a concentracdo de NB4 em solugao.

No equilibrio, as velocidades de formacao e dissociagdo do complexo

receptor-ligante sdo iguais, r, = r_ =1, sendo r, descrito pela Equagao 7.
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(7)
Te = kon 61,3 [L]e = koff 02,3

Na equacao 7, o subscrito e corresponde as quantidades no equilibrio.

As constantes de associagédo, K,, e dissociagdo, K;, sao descritas pelas
Equacgdes 8 e 9 (NILSSON, 2007).

(8)
K. = kon _ 92
ko 61[L]
K. = Korr _ 61[L] (9)
4 kon 62

Definindo-se uma variavel de relaxagao do sistema em equilibrio como 4,

e sendo esta descrita pela Equacéao 10.

Um desvio do equilibrio corresponde a derivada da velocidade da
reacao, sendo descrito pela Equagao 11.

_% = kon (61, + 8)([L]e + 8) — kopr (620 —68) (1)

O termo &%, que surge da Equacao 10, pode ser desprezado, pois o
corresponde, frequentemente, a um termo muito pequeno. Sendo assim, a

Equacéao 11 pode ser simplificada como demonstrado na Equagao 12.
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Na equagao 12, o termo (1/t) corresponde a constante descrita na
Equacéo 13

1=re(9i+ 4 1) (13)
T 1e

[L]e 92,e

Esta constante corresponde a constante de relaxagdo da velocidade da
reacdo, e o termo r € conhecido como o tempo de relaxacdo da reacao.
Combinando as solugcbes das Equacdes 10 e 12 €& possivel obter a
percentagem maxima de sitios ativos ligados a molécula de ligante, 6, que é
descrita pela Equacao 14 (LEBED et. al., 2006).

92 = 62[6(1 — e_(l/T)t) (14)

Um aumento em 6, corresponde a um aumento de massa na superficie
do sensor, sendo assim o valor de 6, é proporcional a um aumento de massa

Am. Portanto, a variagdo de massa pode ser descrita pela Equagao 15 (LEBED
et. al., 2006).

Am, = Amy, g, (1 — e (/0D) (15)

Na equacao 15, Am; e Ampz correspondem a variacdo de massa em um
tempo t e no tempo t—>o (no equilibrio), respectivamente. A variagdo negativa
da frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo pode ser relacionada a um
aumento de massa na superficie do sensor, resultante da ligacédo entre o

receptor e o ligante. Portanto, a variagdo de massa sobre o sensor pode ser
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relacionada a variacdo de oscilacdo do cristal de quartzo devido a adsorc¢ao,
Equacéo 16 (LEBED et. al., 2006).

A relagao expressa pela Equacido 16 € utilizada para a determinacao,
em dois passos, dos parametros cinéticos que descrevem o processo de

interacao entre a ArtinM e a NB4.

Afy = Afynar (1 — e”1/0F) (16)

A variagdo da frequéncia foi registrada em fungcdo do tempo para
diferentes concentracbes de NB4 adicionada a diferentes cristais de quartzo
funcionalizados com a lectina. A média das replicatas obtidas para cada uma
das concentragdes de NB4 adicionada esta apresentada na Figura 17.

Figura 17 — Curvas da variagao da frequéncia de oscilacao do cristal de quartzo
funcionalizado em funcdo do tempo para as adigcoes de solugcao de NB4 em

diferentes concentragdes. (A) momento de inje¢cao da solugao de células, (B)
momento de inje¢cao de PBS para realizar a lavagem do cristal.
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Fonte: Préprio autor
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A partir do ajuste realizado nas curvas da Figura 17 utilizando a Equacéao
16 na regido da curva situada entre a injecdo da solugcdo de NB4 (A) até o
momento da lavagem do cristal com PBS (B), foram obtidos os tempos de

relaxagao (), correspondentes a cada concentragao de NB4 adicionada.

As constantes de relaxagdo, v, definida pelo inverso do tempo de
relaxagao, referentes a cada concentracdo de NB4 adicionada a ArtinM sao

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Constante de relaxagdo (t™') para a interagdo ArtinM-NB4, obtidos do
ajuste das curvas (Af x t) utilizando a Equacao (16), para diferentes
concentracoes de célula.

[NB4] cel mL™’ =1 (x 107°)/s"
1,0x10° 3,03+1,91
5,0x10° 4,21+1,71
1,0x10’ 5,54+1,28
1,5x10" 7,54+0,86

Fonte: Préprio autor

Em um segundo passo, a constante de relaxacéo, 77!, foi esbogada em
funcao da concentragdo de NB4 adicionada a ArtinM (Fig.18). Por meio desta
curva foi possivel determinar a constante de associacéo cinética da interacao
Ka, pois o tempo de relaxacdo esta relacionado com a concentragao inicial do

ligante pela Equacgéo 17 (LEBED et al., 2006).

T_l = kon [C] + koff (17)
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Figura 18 — Constante de relaxagcao em fung¢ao da concentragao obtida para o
processo de interacao ArtinM-NB4. A regressao linear estd mostrada em
vermelho.
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Fonte: Préprio autor

O coeficiente de correlagdo para a regressao linear foi de 99%.A
constante de associagédo cinética da interagdo receptor-ligante € dada pela
Equacéo 18 (LEBED et. al., 2006).

_ kon

18
Koy (18)

A partir da razdo entre o coeficiente angular e o linear da curva
representada na Figura 18, foi determinada a constante de associagao cinética
K, para a interacdo ArtinM-NB4. Os valores de K, e das constantes de

velocidade de associacao k., e de dissociagao k. estdo expostos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Valores das constantes de velocidade de associagcao, de velocidade
de dissociagao e de associagao cinética da interacao ArtinM-NB4.

Interagao kon mL cels™ Kosr s K, mL cel”

ArtinM-NB4 (3,6+1,0)x10™"° (20,3+6,6)x10™ (1,8+1,1)x107

Fonte: Préprio autor

Analisando a Tabela 3 ¢é possivel verificar que o valor de k., €
consideravelmente menor que o valor de K., indicando que a velocidade de
ligacdo (associagdo) é lenta em relagdo a velocidade de desligamento
(dissociac&o). Supomos que os baixos valores de k,, estdo relacionados ao
fato da ArtinM tardar para promover o completo encaixe dos seus quatro CRDs
as glicanas celulares. Além disso, segundo Jeyaprakash e colaboradores
(2004), os CRDs da ArtinM sao formados por dois subsitios, o sitio primario e o
sitio secundario, sendo este ultimo o responsavel por conferir as lectinas
diferentes especificidade a carboidratos, isso também tardaria o encaixe. Em
contrapartida o desligamento pode independer deste fato e, portanto, ser mais

rapido.

Comparando o valor da constante de afinidade aparente, K’ = (4,4 + 0,1)
x 107 mL cel™ (secdo 4.2.1.3) com o da constante de associacdo cinética da
interacdo ArtinM-NB4, K, = (1,8+1,1) x 10"mL cel”, (Tab. 3), nota-se diferenca
entre eles. Essa diferenca pode ser atribuida ao modo como essas constantes
sdo estimadas, pois para determinagédo da constante de afinidade aparente (K’)
sao utilizados os valores de variagao da frequéncia de oscilagao do cristal de
quartzo apds religamento do fluxo de PBS, removendo as interagdes
inespecificas. Assim,os valores utilizados sao referentes apenas as interacoes
ArtinM-NB4. Para determinagcdo da constante de associagao cinética (Kj;), os
valores das constantes de relaxagdo (Tab. 2) sdo obtidos pelo ajuste da
Equacédo 16 com os valores experimentais compreendidos entre o inicio da
injecdo e 0 momento anterior ao religamento do fluxo de PBS. Neste caso as

interagdes inespecificas ndo sao eliminadas. Esta diferenga entre os valores de
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K, e K' também podem ser observados nos trabalhos de Pesquero (2010) e
Santos (2012).

Os valores obtidos do estudo da interacdo ArtinM-NB4 neste trabalho
referem-se ao uso da lectina nativa (jArtinM) e foram comparados com os
valores obtidos no trabalho de Pesquero (2010), que utilizou a ArtinM

recombinante (rArtinM) produzida em E. coli, e sao mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Tabela comparativa dos parametros cinéticos da interagao ArtinM-
NB4, deste trabalho, utilizando a ArtinM nativa (jArtinM) e do trabalho de
Pesquero (2010), utilizando a ArtinM recombinante rArtinM produzida em E.coli.

rArtinM
Parametros jArtinM
(PESQUERO, 2010)
Estrutura Molecular Tetramérica Monomérica
Massa Molecular Aparentes 54kDa 13kDa

Kon (ML cels™)

(3,64£1,0)x10°™"°

(0,6+0,1)x10™"°

Kot (s) (20,346,6)x10™ (20,0+1,0)x10™
1 -7 -7
Interagao K, (mL cel™) (1,8+1,1)x10 (0,3+0,1)x10
Artin M-NB4
Kg (mL™ cel) (0,6+1,1)x10" (3,30,1)x10’
t,(mL" cel s) (2,8+1,0)x10° (16,740,1)x10°

kon. constante de velocidade de associagao, k., constante de velocidade de
dissociacgao, K, (k.n/kor): constante de associagao cinética da interagao, t, (1/k,,): tempo

de interagdo e constante de dissociagao: Ky (1/K,).
Fonte: Préprio autor

Analisando a Tabela 4 é possivel verificar que o valor de k., para a

interacdo ArtinM-NB4 é maior que o valor obtido na interagdo rArtinM-NB4. Isto
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pode estar relacionado a diferenga na oligomerizagdo da cadeia peptidica.
Enquanto em ArtinM nativa os mondmeros (13 kDa) associam-se de forma
ndo-covalente e originam tetrameros de 54 kDa (ROSA et al., 1999), rArtinM
apresenta-se na forma monomérica. Possivelmente, a lectina nativa, por ser
tetramérica, tem uma maior possibilidade de interagir com maior numero de
receptores da NB4 simultaneamente, gerando assim, um valor mais alto de k.
Esta diferenca entre as afinidades da ArtinM nativa e ArtinM recombinante
frente a carboidratos também foi evidenciada no trabalho de Pesquero e
colaboradores (2010), que estudou a interagao dos dois tipos de ArtinM com a
peroxidase. Sendo t, inversamente proporcional a ko, € possivel observar que
quanto mais rapida a interagdo, menor sera o tempo necessario para que a
mesma ocorra. Em relagcédo aos valores da constante de afinidade de interagao,
Ka, por serem diretamente proporcionais a ko, também sdo maiores para a
lectina nativa. Esses resultados vao de encontro ao fato de que rArtinM é
pouco eficiente em induzir a citotoxidade em células NB4 (Fig. 19)
(Carvalho,2008), sugerindo que haja a necessidade de um “cross-linking” de
receptores para promogao do sinal de morte celular. Essa auséncia de “cross-

linking” na interacao rArtinM-NB4 pode refletir nos valores mais baixos de Kop..
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Figura 19— Atividade citotoxica de ArtinM sobre células NB4. Células NB4, da
leucemia promielocitica aguda, foram cultivadas na presenca de ArtinM (0-100
pg mL") nativa ou recombinante por 48 horas. A ocorréncia de morte celular foi
avaliada pelo ensaio MTT de viabilidade celular, indicada pela conversao do sal
tretrazolio em formazam pela mitocondria. Os resultados siao expressos em
média + desvio padrao.
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Fonte: Adaptada de Carvalho (2008)
4.2.2 Medidas eletroquimicas

A técnica eletroquimica de EIS possui alta sensibilidade as variacdes
que ocorrem na superficie do eletrodo e permite analises sem utilizar moléculas
marcadas (GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2011). As medidas de impedancia
podem ser utilizadas para o monitoramento e estudo das interagbes bioldgicas
como antigeno-anticorpo (BRYAN et al., 2013; JOHNSON et al., 2012) e
lectina-carboidrato (Hu et al., 2013; Loaiza et al., 2011; Yang et al.,2013).
Recentemente o estudo da interagao lectina-célula comegou a ser testado por
EIS. No trabalho de Hu e colaboradores (2013) foi desenvolvido um biossensor
funcionalizado com ConA que conseguiu distinguir as linhagens hepaticas
normais L-02 e tumorais Bel7402, por analise EIS.
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4.2.21 Limpeza dos eletrodos de ouro e formagao da monocamada de

tiois

A uniformidade da superficie de ouro & diretamente proporcional a
qualidade da imobilizagao de tidis, por isso se faz necessario que todas as

etapas de polimento do eletrodo de ouro sejam bem planejadas e executadas.

Apos o polimento mecanico e a dessorgédo, a limpeza do ouro foi
avaliada por voltametria ciclica (limpeza eletroquimica) e determinando o fator
de rugosidade e a area real dos eletrodos, estes elementos definem a
reprodutibilidade do sistema. O fator rugosidade alcangado em média entre os
eletrodos foi de 1,30, sendo esse um valor aceitavel, pois experimentos
realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que valores a partir de
1,50 ndo permitem reprodutibilidade nas medidas (BENITES, 2013). Em
seguida, foram realizadas as analises (caracterizagdo) por voltametria ciclica
(CV) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) em ouro limpo para
servir como amostra padrao (branco). Apdés a imobilizacdo da mistura de tidis
sobre a superficie de ouro, realizou-se, novamente, as medidas de voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica. A Figura 20 ilustra os
dados de CV para o eletrodo limpo (Au) e recoberto com a mistura de tiois (11-
MUA e o 6-MetOH) em solugéo de Fe(CN)s>/Fe(CN)s* em KNO3 1 mol L™.



60

Figura 20 — Grafico representativo de CV ilustrando o processo de imobilizagao
da mistura de tiois (formacao da SAM) sobre o eletrodo de ouro. Na superficie do
eletrodo limpa e sem imobilizagcao é observada na curva em preto (Au) e a
superficie do eletrodo com a mistura de tidis imobilizada na curva em vermelho
(11-MUA + 6-MetOH). A diminuicao dos picos de corrente na curva do sistema
com a SAM evidencia a imobilizagao dos tidis na superficie de ouro do eletrodo,
pois os tidis fixos na superficie do eletrodo atuam como uma barreira,
dificultando a passagem de elétrons entre o ouro e as espécies eletroativas
(Fe(CN)¢*/Fe(CN)¢* ) em solugio.
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Fonte: Préprio autor

No eletrodo limpo e sem imobilizagdes (Au puro), o par redox ferri/ferro
(Fe(CN)s*/Fe(CN)s*) gerou um voltamograma com picos de oxidagdo e
reducao (curva Au). Com a formagado da monocamada de tidis (curva 11-MUA
+ 6-MetOH), houve o surgimento de uma barreira na passagem de elétrons na
interface eletrodo/eletrélito, dificultando as espécies eletroativas de reduzir ou
oxidar, e com isso, gerando uma diminuicdo dos picos de corrente,
corroborando com os dados de Cancino (2008). Analisando ainda a Figura 20,
pode-se observar que a mistura de tidis utilizada formou uma SAM que nao
bloqueia totalmente o processo redox do par ferri/ferro, verifica-se a existéncia
de pequenos picos de corrente. A presenga dos picos de corrente que
correspondem a formacdo da SAM esta relacionada a utilizacdo de uma alta
concentracao de tiol espagador (6-MetOH), que é um tiol de cadeia carbdnica
curta e devido a isso permite uma maior passagem de elétrons quando
comparado a tidis de cadeia carbdnica mais longa (BENITES, 2013; CUI et al.,
1999). A concentracéo de espacgador utilizada nos experimentos eletroquimicos

foi quatro vezes menor que a utilizada nos experimentos piezoelétricos, assim,
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as SAM teriam uma maior resisténcia a transferéncia de carga e uma maior
quantidade de sitios. Nas medidas eletroquimicas com a SAM na proporgao
1:100, os sitios ativos saturam-se mesmo utilizando concentragdes baixas de
NB4 (10° cel mL'1), impossibilitando a construgdo correta da curva de

saturacao.
4.2.2.2 Imobilizagao da ArtinM e bloqueio com gelatina

O processo de adsorgao da ArtinM sobre a superficie do eletrodo de
ouro e a avaliacdo da eficiéncia do bloqueio dos grupos carboxilicos do tiol
remanescentes com gelatina foram acompanhadas por meio de medidas de
espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIS), utilizando solugcdo de
Fe(CN)s>/Fe(CN)s* em KNO3 1 mol L™ como eletrdlito suporte (Fig.21).

A formacao da SAM pode ser observada na Figura 21. A linha pontilhada
em vermelho, correspondente a monocamada, mostra a ocorréncia de uma
barreira na passagem de elétrons, gerando uma resisténcia de transferéncia de
carga (Rc) na interface eletrodo/eletrdlito. Os valores de R sdo obtidos a partir
dos valores de impedancia real (Z’). Observando a linha pontilhada em azul,
correspondente a imobilizacdo de ArtinM a SAM nota-se que houve um
aumento na barreira de passagem de elétrons, gerando um aumento ainda
maior no valor de R.. O valor de R continuou aumentando apds ser realizado

o bloqueio com solugao de gelatina (linha pontilhada em verde).

O aumento gradativo dos valores de R, sugere de forma consecutiva, a
formagcao da SAM, a imobilizacdo da ArtinM e o bloqueio com gelatina, pois
corroborando com os trabalhos de Gonzélez-Fernandez e colaboradores
(2011) e Johnson e colaboradores (2012), quanto mais espécies se adsorvem
a superficie do eletrodo, maior se torna a barreira que dificulta a passagem de
elétrons entre a superficie de ouro do eletrodo e as espécies eletroativas do

meio.

Este aumento sucessivo da resisténcia a transferéncia de carga
verificado com a formagdo da SAM e funcionalizagdo com lectina é
normalmente visualizado no sistema quando a proteina em questdo nao

apresenta grupamento redox.
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Figura 21 — Curva representativa da formacao da superficie de reconhecimento.
Processo de adsorgcdao da lectina ArtinM sobre o eletrodo de ouro com a
monocamada de tiéis ativada com solugao EDC/NHS e bloqueada com gelatina.
A curva preta (Au) representa o eletrodo de ouro limpo e polido, a curva
vermelha (Monocamada) a formagao da SAM composta por uma mistura de
tidis(11-MUA e 6-MetOH), a curva azul (ArtinM) a imobilizagao da ArtinM na SAM
e a curva verde (Gelatina), o bloqueio com gelatina dos grupos carboxilicos do
11-MUA que nao se ligaram a lectina.
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4.2.2.3 Estudo da interagcao ArtinM-NB4

O estudo da interagao ArtinM-NB4 foi realizado utilizando a técnica de
EIS por meio da adicdo sucessiva de diferentes concentragdes das células
leucémicas sobre o eletrodo previamente funcionalizado com a lectina. Pela
Figura 22 €& possivel observar que os valores de R¢ aumentaram
proporcionalmente a adigcdo das concentragdes crescentes de NB4, sugerindo

a ligacéo das células a ArtinM.

Por meio da adicdo de concentragdes crescentes de célula sobre
diferentes sensores modificados com ArtinM, foi possivel construir a curva de
saturagao, e por meio dela, aplicar o modelo da Isoterma de Langmuir (LEBED
et al., 2006). A curva de saturagéo obtida para o sistema em estudo (ArtinM-

NB4) é mostrada na Figura 23. R esta representado pela média dos valores.



63

Figura 22 - Interagdo ArtinM-NB4 pela técnica de EIS. Curva padrao, de EIS,
construida por meio das adicoes de solugao de NB4 em diferentes
concentragcées sobre a superficie do eletrodo funcionalizado com ArtinM. O
crescimento gradativo da espessura da barreira que impede a transferéncia de
elétrons na interface eletrodo/eletrélito. Apos a formagao da SAM e a
imobilizacao da lectina, ocorre aumento das concentragdoes de células
leucémicas adicionadas.
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Figura 23 - (a) Exemplo de isoterma de Langmuir. (b) isoterma de Langmuir
obtida para a interacao ArtinM-NB4, por meio da adicdo de concentragcées

crescentes de célula sobre diferentes sensores modificados com ArtinM.
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4.2.2.4 Determinagao da constante de afinidade aparente (K’) da interacao

ArtinM-NB4 por meio do modelo da Isoterma de Langmuir.

Baseado nas mesmas equacgbes expostas na seg¢ao 4.2.1.3, foi
calculada a constante de afinidade aparente, K’, para a interagao ArtinM-NB4,

com dados eletroquimicos.

Os valores da relagdo entre a quantidade de NB4 adsorvida ([NB4]/R) e
a concentracdo da mesma em solugdo ([NB4]) encontram-se expressos na
Tabela 5. Utilizando os resultados expressos nesta tabela foi construida a
isoterma de Langmuir linearizada para a interacdo ArtinM-NB4, representada

na Figura 24.

Tabela 5. Relagdo entre a quantidade de NB4 adsorvida ([NB4]/R;) e a
concentracao da mesma em solucao ([NB4]). Estes resultados foram obtidos
por meio de experimentos realizados pela técnica eletroquimica EIS e foram
utilizados para o calculo da constante de afinidade aparente, K’ para o sistema
biolégico ArtinM-NB4.

[NB4] cel mL™ [NB4]/R / cel mL'kQ'cm™
10° 9,72x10°
0,5x10* 2,64x10'
10° 3,11x10°
10° 2,55x10°

Fonte: Préprio autor
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Figura 24 - (a) Isoterma de Langmuir linearizada para a interagdo ArtinM-NB4
obtida para o calculo da constante de afinidade aparente, K’. (b) Isoterma de
Langmuir linearizada para a interagcao ArtinM-NB4, concentracao de NB4
expressa em log. A regressao linear esta mostrada em vermelho.
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Os graficos da Figura 24 foram obtidos por meio da Equacéao (2) e dos
dados eletroquimicos. No grafico (a), ndo € possivel observar o primeiro ponto
da reta (10° cel mL"), pois o mesmo esta sobreposto ao segundo ponto
(0,5x10* cel mL"). Entretanto, no grafico (b) é utilizado o log da concentragdo
de NB4, assim os quatro pontos ficam visiveis. O coeficiente de correlagcéao

para a regressao linear foi de 99,9% no grafico (a).

Por meio da razao entre o coeficiente angular e o linear da isoterma de
Langmuir linearizada foi determinada a constante de afinidade aparente, K’
para a interacdo da ArtinM com a célula NB4. O valor de K obtido foi de
(9.940,2)x10° mL cel™.
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4.2.3 Comparagao entre as técnicas de EIS e QCM, na determinacao da

constante de afinidade aparente, K’

O valor de K’ da interacdo ArtinM-NB4 obtido por meio da técnica de
QCM foi de (4,4 + 0,1) x 107 mL cel” (secdo 4.2.1.3), enquanto o obtido por
meio da técnica de EIS foi de (9.9+0,2)x10° mL cel” (segdo 4.2.2.4). Essa
diferenga entre esses valores pode estar relacionada a diferentes fatores como
(i) a utilizagédo de adigédo sucessiva de NB4 em EIS e analise unitaria em QCM,
(il) variacdo na engenharia de superficie e (iii) as distintas faixa de saturacéo

entre uma técnica e outra.

Para a técnica de EIS, as analises foram realizadas por meio de adigao
sucessiva, ou seja, em cada eletrodo foram adicionadas concentragdes
crescentes de NB4 para a construgédo da curva de saturagdo. Para a técnica de
QCM foram utilizadas analises unitarias, cada cristal recebeu apenas uma
unica concentracdo de célula. Esta diferenga nas analises pode justificar as
menores barras de desvio padrao obtidos pela técnica de EIS (Fig. 24) quando
comparados com os da técnica de QCM (Fig. 18). Além disso, a presenca de
desvios em ambas as técnicas pode ser explicada pelo uso de um sistema
bioldgico lectina-célula que sugere algumas variaveis que podem influenciar
nos valores entre uma medida e outra, por exemplo, variagdes nas
glicoproteinas de superficie celular podem ocorrer se as células estiverem em

diferentes fases dos ciclos celular ou por mudangas no microambiente.

Outro ponto relevante refere-se a modificacdo na quantidade de ArtinM
imobilizada, variando o numero de sitios ativos na superficie transdutora. A
SAM na QCM foi formada com uma mistura de tidis na proporgéo de 1:100 de
tiol &ncora e tiol espacgador, respectivamente, enquanto que a SAM na EIS foi
formada na proporgao 1:25. Por possuir uma quantidade maior de tiol ancora, a
SAM em EIS passou a ter um numero maior de sitios de interacdo

imobilizados.

Distintas faixas de concentracdo das solucées de NB4 foram utilizadas
em cada técnica. As concentracdes utilizadas para a técnica de EIS estdo na
faixa exponencial do grafico de saturagdo (10°, 10% 10° 10° cel mL™),

enquanto as concentragdes utilizadas para a técnica de QCM estéo na faixa de
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saturacdo (10° e 107 cel mL™), mostrando que a técnica EIS é mais sensivel,
pois por meio dela a interagdo ArtinM-NB4 pbéde ser detectada utilizando-se
uma faixa de concentracdo de células menor. A quantidade de material
utilizado nas medidas eletroquimicas também é menor do que a quantidade
utilizada nas medidas piezoelétricas, pois pela técnica de EIS as interagdes

bioldgicas ocorrem em repouso e pela técnica de QCM ocorrem em fluxo.

Além disso, também em relagao a utilizagdo de baixas concentragdes de
analito na técnica de EIS pode-se inferir que esta técnica se adequa melhor a
condicao (4) da isoterma de Langmuir, que diz que nao existe interagdo entre
moléculas situadas em sitios diferentes, pois para minimizar os possiveis
efeitos de interagdo entre as células que possuem estruturas grandes,

geralmente s&o utilizadas concentragdes diluidas de analito.

Por meio da técnica de QCM é mais facil realizar medidas em tempo real
€ com isso obter parametros cinéticos, porém a técnica de EIS se mostrou
muito mais eficiente na realizacdo de screening rapido e na obtengdo de

parametros de afinidade.

Com isso, pode-se dizer que para a realizagdao de medidas que possuem
dificuldade de obtencdo de analito e exige-se rapidez nas analises, que é o
caso do diagnostico de doengas e da identificagdo de produtos naturais, a

técnica de EIS é mais vantajosa.



69

Tabela 6 — Comparacao entre as técnicas de Microbalanca a Cristal de Quartzo
(QCM) e a de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS), no estudo da

interacao ArtinM-NB4.

FATORES DE
COMPARAGAO

TECNICA DE QCM

TECNICA DE EIS

Quantidade de material

utilizado nas analises

Tempo de analise
(construgéao da curva

padrao)
Sensibilidade

Engenharia de superficie

(proporgao de tiol 4ncora e

tiol espacgador,

respectivamente)
Utilizacao de marcadores

Medidas realizadas em

tempo real e determinagao

de parametros cinéticos

100 uL por cristal

10 dias

na ordem de 10° cel mL™

1:100

livre

facil realizagao

30 pL por eletrodo

2 dias

na ordem de 10° cel mL™

1:25

Livre

complexa realizagéo

Fonte: Préprio autor

5. CONCLUSAO

As técnicas de microbalanca a cristal de quartzo e espectroscopia de

impedancia eletroquimica mostraram-se adequadas para a avaliacao e estudo

da interagao ArtinM-NB4 por meio do desenvolvimento de uma superficie de

reconhecimento.

Para as duas técnicas, QCM e EIS, foi possivel aplicar o modelo da

Isoterma de Langmuir, possibilitando a determinacdo das constantes de

afinidade, K’, para a interagao ArtinM-NB4.
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Quando comparada com a técnica QCM, a EIS mostrou-se mais
sensivel, pois por meio dela a interacdo ArtinM-NB4 péde ser detectada
utilizando-se uma faixa de concentragdao de células menor. As concentracdes
utilizadas para a técnica de EIS estdo na faixa exponencial do grafico de
saturagao, enquanto as concentragdes utilizadas para a técnica de QCM estéo

na faixa de saturacao.
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