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RESUMO

No presente trabalho foi avaliada a equivaléncia entre as formas nativa e recombinante
da lectina Artin M utilizando como ligante a peroxidase de raiz forte (HRP) por meio da
técnica de microbalanca a cristal de quartzo. Para tal foi preparado um biossensor por meio da
imobilizacdo da lectina, tanto nativa como recombinante, na superficie do cristal de quartzo
piezelétrico. A imobilizacdo das lectinas foi realizada por meio da construcdo de uma
monocamada auto organizada utilizando dois alcanotiois, acido 11-mercaptoundecandico e o
2-mercaptoetanol. Para o acoplamento das proteinas foram utilizados N-etil-N-
(dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-hidoxisuccinimida (NHS) que formam com os
grupamentos carboxilicos um intermediario reativo. Ap0s a preparacdo do biossensor foi
utilizado um sistema de injecdo em fluxo acoplado & microbalanca de cristal a quartzo para o
estudo da interacdo lectina-glicoconjugado. Desta forma, as interacdes da Artin M nativa e
recombinante com a glicoproteina peroxidase de raiz forte foram estudadas por meio da
determinacdo das suas constantes de afinidade aparente e de associagao cinética, sendo qu
foram encontrados os valores de constante de afinidade aparentt (4% x 16 e
(2,6 + 0,5) x 16 L mol* para as interacdes jArtinM-HRP e rArtinM-HRP, e os valores de
constante cinética (£ 3) x 1¢ e (7+ 2) x 1¢ L mol* para as interacdes jArtinM-HRP e
rArtinM-HRP. Os valores das constantes de interacdo obtidos evidenciaram a equivaléncia
entre ambas as formas da lectina Artin M.

Neste trabalho também foi determinada a constante de associagéo cinética da interacao
entre a lectina Artin M recombinante e linhagens celulares de leucemia mieldide aguda
humana (NB4, K562 e U937), no intuito de melhor entender a diferenca na citotoxicidade
observada da Artin M sobre estas células. Sendo assim, foram encontrados os valores de
constante de associacdo cinética (3 0,1) x 10, (0,9 + 0,1) x 10" e
(2,7+ 0,3) x 10’ mL cel* para as interacdes da lectina com a linhagem NB4, K562 e U937,
respectivamente.

Palavras-chave: lectinaArtocarpus integrifolia, proteina recombinante, biossensor,

microbalanca a cristal de quartzo.



ABSTRACT

In the present work was evaluated the equivalence between the native and recombinant
forms of Artin M using horseradish peroxidase as ligand by means the quartz crystal
microbalance technique. In this way, a biosensor was prepared immobilizing the lectin, native
and recombinant forms, on piezoelectric quartz crystal surface. Lectins immobilization was
realized constructing self assembled monolayers using the  alkanethiols
11-mercaptoundecanoic acid and 2-mercaptoethanol. To the binding of proteins was used
N-ethyl-N-(dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS),
which form with carboxylic groups a reactive intermediary. After biosensor preparation was
utilized a flow injection system coupled to quartz crystal microbalance to study the
lectin-glycoconjugated interaction. Thus the native Artin M and recombinant Artin M
interaction with horseradish peroxidase glycoprotein were studied by determining its apparent
affinity constant and association kinetic constants. The values obtained to apparent affinity
constant were (4,6 0,9) x 16 e (2,6+ 0,5) x 16 L mol™ to jArtinM-HRP e rArtinM-HRP
interactions, and the values obtained to association kinetic constant wer8) (X 10 e
(7 + 2) x 16 L mol* to jArtinM-HRP e rArtinM-HRP interactions. These constant values
evidence the equivalence between native and recombinant forms of Artin M lectin.

During this work were also determined the association kinetic constant of the
interaction between recombinant Artin M and leukemic lineages from human acute myeloid
leukemia (NB4, K562 and U937), with the purpose of a better understanding in the different
cytotoxic effect of Artin M on these cells. In this way the values of association kinetic
constant obtained was (0#30,1) x 10’, (0,9+ 0,1) x 10" e (2,7+ 0,3) x 10’ mL cel* to the
interactions between Artin M and NB4, K562 and U937, respectively.

Keywords: lectin, Artocarpus integrifolia, recombinant protein, biosensor, quartz crystal

microbalance.
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1.1. Lectinas

Moléculas, células e organismos revelam informacdes a seu respeito na forma de
glicoconjugados, sendo que tal informacéo € decodificada por proteinas altamente especificas
em sua ligagdo com carboidratos, denominadas lectinas (MISQUITH, 1994). O termo
“lectina” foi primeiramente utilizado em 1954 por William C. Boyd para descrever
aglutininas de plantas que possuiam especificidade de ligacdo por um determinado grupo
sanguineo. A palavra lectina é derivada do passado participio do verboldgén® que
significa selecionar, unir ou ler (NILSSON, 2007). Portanto, uma definicdo atual de lectinas
afirma que elas sdo proteinas de origem ndo imune, sem atividade catalitica, capazes de
reconhecer e se ligar, especifica e reversivelmente, a carboidratos sem modifica-los
(SHARON, 1998; NILSSON, 2007).

As lectinas foram, primeiramente, denominadas como hemaglutininas, ou
fitoaglutininas, devido ao fato de possuirem a habilidade de aglutinar eritrocitos e por serem
encontradas originalmente em extratos de plantas (SHARON, 2004). As lectinas vém sendo
estudadas desde 1860, quando S. Weir Mitchell observou no veneno da cobra cascavel a
presenca de atividade lectinica, devido a sua capacidade de aglutinar células sanguineas
(KILPATRICK, 2002). A atividade lectinica dessas proteinas é devido a presenca de um
segmento polipeptidico limitado, denominado de Dominio de Reconhecimento de Carboidrato
(CRD, do inglésCarbohydrate Recognition Domain) (SHARON, 2004). Geralmente cada
molécula de lectina apresenta, pelo menos, dois sitios de ligacdo a carboidrato em sua
estrutura, o que permite ligacdes cruzadas entre as células ou entre agucares contidos nas
macromoléculas, justificando suas propriedades de aglutinar particulas e precipitar
glicoconjugados (PEI, 2005; PEDROSO, 2006).

As lectinas, por serem as tradutoras do codigo dos aguUcares, estdo presentes em
ambientes bioldgicos importantes e devido a sua grande versatilidade e diversidade na ligacéo
com carboidratos, possuem a funcdo de mediadoras do reconhecimento celular em uma ampla
variedade de sistemas bioldgicos (SILVA, 2006; NILSSON, 2007). As interacles lectina-
carboidrato estdo envolvidas em processos inflamatorios/infecciosos e no reconhecimento
celular, incluindo a adesdo de agentes infecciosos e a ativacdo da resposta imune, podendo,
portanto, serem utilizadas como ferramentas analiticas no estudo de uma ampla diversidade de
organismos (PEI, 2005; WILCZEWSKI, 2008).
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Muitos dos principios fundamentais da imunologia foram estabelecidos por Paul
Ehrlich, em 1890, utilizando somente duas lectinas altamente toxicas, a ricina e a abrina como
antigenos modelo, as quais séo isoladas das sementes da mRmionE Communjse do
extrato deAbrus precatoriusrespectivamente. Ehrlich também demonstrou que a imunidade
a toxina era transferida da mée para sua prole pelo sangue durante a gestacao, e pelo leite apd
o nascimento (SHARON, 2004). A identificacdo e a caracterizacdo de lectinas a partir de
1900 foram aceleradas gracas a cientistas que trabalhavam na area, tais como Nathan Sharon ¢
muitos outros (NILSSON, 2007).

Tabela 1. Aplicag6es das lectinas de plantas nas areas da medicina, bioquimica e biologia celular. Podemos
destacar as aplicagBes bioquimicas, as quais foram exploradas durante esse trabalho, e a inducdo de
regeneracao celular, pois Artin M, lectina alvo de estudo deste trabalho, encontrou aplicagdo por possuir
tal propriedade. Extraido de Pedroso (PEDROSO, 2006).

AREAS APLICACOES

- Identificagdo de grupos sanguineos (ABO humano)

Medicina - Marcador celular para diagndstico de agentes infecciosos

- Indutores de regeneracéo celular (agentes mitogénicos)

- Purificag&o de glicoconjugados por cromatografia de afinidade
Bioquimica
- Quantificacéo e andlise de glicoconjugados

- Investigacao da superficie celular durante sua divisao e

Biologia Celular diferenciacao, auxiliando o estudo de alguns tumores

- Analise de mecanismos envolvidos na glicosilacdo das proteinas

As lectinas estdo presentes em quase todas as formas de vida, desde virus e bactérias
até plantas e animais, porém aguelas existentes em plantas sdo as mais profundamente
caracterizadas entre os membros da familia. As lectinas de plantas contam com metade das

lectinas de estrutura tridimensional conhecidas. Entre elas as lectinas de legumes constituem a
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familia mais profundamente estudada (PRATAP, 2002; JEYAPRAKASH, 2004). Por conta
de suas propriedades biolégicas importantes e seu uso na pesquisa e na medicina, estudos
estruturais das lectinas tém ganhado impulso recentemente (PRATAP, 2002). A Tabela 1

apresenta algumas aplicacfes das lectinas de plantas.

1.1.1. A Lectina Artin M

As lectinas das plantas tém sido utilizadas em aplicacdes biotecnologicas diversas,
incluindo a producdo de proteinas recombinantes com propdsito terapéutico ou para a
liberacdo de drogas enderecadas (SILVA, 2005). As sementes da jaca daAaspeéaipus
integrifolia sdo conhecidas por conterem duas lectinas — jacalina e Artin M — que possuem
especificidades de ligacdo com carboidratos, significativamente diferentes, apesar de sua alta
similaridade estrutural. A jacalina, a primeira das lectinas a ser isolada, € uma proteina
homotetramérica formada por quatro monémeros idénticos que consistem de uma cadeia leve
e uma pesada, compostas por 20 e 133 residuos de aminoacidos, respectivamente (BOURNE,
2002). Esta lectina, com massa molecular de 66 kDa (JEYAPRAKASH, 2005), liga-se a
D-galactose e a seu derivado EaBGalNAc, tal especificidade permite sua amplacagho
como ferramenta na identificacéo e no isolamento de prot@hghisosiladasde mamiferos.

A jacalina também interage seletivamente com a Imunoglobulina A do tipo 1) figAsoro
humano, o que viabiliza seu uso no estudo da nefropatia (HIKI, 1996; BOURNE, 2002; WU,
2003; BARRE, 2004; JEYAPRAKASH, 2005; SILVA, 2005).

No inicio da década passada, uma segunda lectina foi identificada nas sementes da
jaca como sendo responsavel pelos efeitos que o extrato cru das sementes possuem na
proliferacdo das células T e na ativacdo policlonal das células B. A nova lectina, denominada
Artin M, também conhecida como KM+ ou artocarpina (SILVA, 2008), possui massa
molecular de 65 kDa e esta presente nas sementes da jaca na concentracdo de tracos, poi
representa somente 0,5% das proteinas totais da semente (FUNDACAO..., 2003). A
Artin M é uma proteina homotetramérica, como mostrado na Figura 1, sendo que sua
estrutura primaria foi determinada por Rosa e colaboradores (ROSA, 1999) como sendo uma
cadeia polipeptidica composta por 149 residuos de aminoacidos, tendo 52% de identidade
com a sequéncia da jacalina. A diferenca entre a jacalina e a Artin M é principalmente
atribuida ao fato de a Artin M néo sofrer clivagem pdés-traducional interna, preservando uma

curta sequéncia de ligacao rica em glicina, que incluem regides analogas asocafets



17

jacalina. Estudos realizados por Barre e colaboradores mostraram que a lectina Artin M
possui uma atividade aglutinante acentuadamente menor do que a jacalina (BARRE, 2004).

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura quaterndaria da lectina Artin M, com seus mondmeros
diferenciados por cores (ROSA, 1999).

Uma recente investigacéao das propriedades de ligacao a carboidrato da lectina Artin M
revelou seu inesperado comportamento como uma lectina poliespecifica que interage com
uma quantidade diversificada de monossacarideos, possuindo, entretanto, afinidade
preferencial por D-manose. Sendo assim, os melhores ligantes para a Artin M sao todos
aqueles com glicands-ligadascontendo o coracéo trimanosidico Mar3[Mano1-6]Man,
tal como a glicoproteina peroxidase de raiz forte (HRP, do ittpéseradish Peroxidade
(SILVA, 2005).

A lectina Artin M tem sido amplamente estudada, pois devido a sua forte atuacédo na
ativacdo do sistema imunologico, possui grande potencial de aplicacdo na area médica,

principalmente no desenvolvimento de farmacos e vacinas.

1.1.2. Artin M e o Sistema Imunolégico

A funcao basica do sistema imunoldgico consiste em interagir com o que é estranho e
0 que é proprio, e em seguida eliminar os agentes infecciosos e minimizar os danos que eles
podem causar ao organismo. Isto devido a existéncia de uma grande variedade de agentes

infecciosos tais como, virus, bactérias, fungos, protozoarios e parasitas multicelulares, no
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meio ambiente que podem causar doencgas e, se sofrerem multiplicacdo descontrolada, podem
levar o hospedeiro a morte. Como 0s microorganismos apresentam-se de formas muito
diferentes, ha a necessidade de uma ampla variedade de respostas imunes para controlar cad
tipo de infeccéo (CALICH, 2001; ROITT, 2003).

A maioria dos agentes infecciosos com os quais um individuo se defronta ndo penetra
a superficie corporal, pois tem sua entrada dificultada por uma variedade de barreiras fisicas e
biogquimicas, denominadas de barreiras naturais. As barreiras naturais do organismo, em um
primeiro momento, se apresentam como uma defesa eficiente contra a maioria dos
microorganismos agressores dificultando sua instalagéo nos tecidos (CALICH, 2001; ROITT,
2003). Na Figura 2 séo apresentadas, resumidamente, as barreiras naturais do organismo.

Figura 2. llustracdo das barreiras naturais do organismo, na qual podem ser visualizadas barreiras
mecanicas, como a pele e sua continua descamacao, variacdes de pH ao longo do organismo, movimentos
peristalticos, presenca de muco e o fluxo constante de saliva nas vias aéreas e de urina no trato
genitourinario, dificultando a instalacdo e sobrevivéncia de agentes patogénicos.

A perda da continuidade da pele por cortes ou queimaduras ou, ainda, alteracdes
metabolicas, nutricionais, hormonais e/ou genéticas, podem favorecer a instalacdo de
microorganismos. Alguns sao introduzidos diretamente por picadas de vetores, outros
penetram ativamente. Como consequéncia, tem inicio um conjunto de altera¢des bioquimicas,
vasculares e celulares denominado de reacgéao inflamatoria.

A inflamacdo € um mecanismo de defesa do organismo contra agressoes, e €
caracterizada pelo acumulo e ativacdo de células fagocitarias no local da injuria, o que
contribui para a eliminacdo dos microorganismos e reparagao tecidual (CALICH, 2001;

ROITT, 2003). Durante um processo inflamatorio, para que os mediadores soluveis da
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imunidade atinjam o local da infec¢do, ocorre um aumento na permeabilidade capilar, como
consequéncia da liberacdo de mediadores inflamatorios, tais como histamina, prostaglandinas
e leucotrienos. Esses mediadores sdo secretados por macrofagos e mastocitos ativados
presentes no local da inflamacdo. A Artin M, por emeio da interagcdo com glicoproteinas
presentes nas membranas destas células é capaz de induzir a degranulagdo de mastocitos
evento fundamental para a liberagao de histamina no local da inflamacéo (CALICH, 2001).

O local da infeccdo e o tipo de patdogeno sdo os fatores determinantes do tipo de
resposta imune a ser elaborada. Qualquer resposta imune envolve, primeiramente, o
reconhecimento do patdégeno ou de um outro material estranho e, em seguida a elaboracéo de
uma reacao, com a finalidade de elimina-lo do organismo. A distingdo mais importante a ser
realizada € entre patdgenos intracelulares e extracelulares. De uma maneira mais ampla, 0s
diferentes tipos de resposta imune enquadram-se em duas categorias: respostas imunes inata:
(ou ndo adaptativas) e respostas imunes adaptativas (CALICH, 2001; ROITT, 2003).

O sistema inato é composto por todos os mecanismos que defendem o organismo de
forma nao especifica, respondendo da mesma forma, qualquer que seja o invasor. A resposta
imune inata ndo se altera mediante a exposicao repetida a um dado agente infeccioso. As
células responsaveis pelas respostas imunes inatas sao os fagocitos (utilizam de sistemas de
reconhecimento primitivos e inespecificos), os quais agem como a primeira linha de defesa
contra as infec¢cdes. As células fagocitarias compreendem os mondcitos, macréfagos e
neutréfilos polimorfonucleares, e séo responsaveis pela degradacdo de antigenos e
microorganismos patogénicos (CALICH, 2001).

Os neutrofilos s@o considerados a primeira linha de defesa do organismo contra
infeccdes, pois migram rapidamente para os tecidos inflamados e/ou infectados, e dispdem de
mecanismos microbicidas extremamente eficientes, porém morrem depois de terem
fagocitado. A migracao de neutréfilos € um evento fundamental da reacéo inflamatéria e de
defesa do organismo contra agentes infecciosos, e, normalmente ocorre por quimiotaxia,
como demonstrado na Figura 3. Porém as condi¢cdes de fluxo sangiineo ndo favorecem a
manutencdo de um gradiente de substancias soluveis, uma vez que tal gradiente difundiria e
teria que ser constantemente reposto (GANIKO, 2001). A lectina Artin M pode ser uma forma
de contornar tal problema, pois esta possui a capacidade de induzir a migracdo de neutrdéfilos
até o local da inflamacao por haptotaxia, pois por possuir quatro sitios de ligagéo, permite que
ocorra a formacado de um gradiente de quimioatraentes ligado a superficie do endotélio e a
matriz extracelular (gradiente haptotatico) (GANIKO, 2001).
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Figura 3. O processo de quimiotaxia. As quimiocinas controlam o processo de migragdo celular por meio
da ativagcdo das células circulantes, promovendo sua ligacdo ao endotélio e iniciando a migracdo dos
leucécitos através do endotélio. Tal migracdo ocorre ativamente mediante gradientes de concentracéo das
quimiocinas.

Numa infec¢do, os macréfagos também migram para o local, porém esta migragédo
ocorre mais tardiamente que a migracado dos neutréfilos. Os macrofagos fagocitam e matam
um grande numero de microorganismos, além de removerem restos celulares e residuos
provenientes de tecidos lesados, sendo, portanto, essenciais para a reparacao tecidual. Os
macrofagos também séo as células de ligacdo da imunidade inata com a imunidade adaptativa,
pois eles possuem a capacidade de fagocitar, processar e apresentar os antigenos de forma qu
estes possam ser reconhecidos pelos linfocitos. Esta capacidade dos macréfagos é
fundamental para iniciar a resposta imune adaptativa (CALICH, 2001; ROITT, 2003).

A resposta imune adaptativa € altamente especifica para um dado patégeno, e torna-se
mais eficiente apds cada encontro sucessivo com o0 mesmo patdogeno. Na verdade o sistema
imune adaptativo “memoriza” o agente infeccioso evitando, desta forma, que este mesmo
patdgeno venha posteriormente causar a doenca. Sendo assim, as duas principais
caracteristicas de uma resposta imune adaptativa sdo: a memoria e a especificidade. Os
linfécitos sdo as células centrais da resposta imune adaptativa. Essas células reconhecem,
especificamente, patdgenos individuais, quer eles estejam localizados no interior das células
do hospedeiro, nos fluidos teciduais ou no sangue. Os linfocitos podem ser enquadrados em
duas categorias basicas: linfécitos T e linfécitos B. Entre as propriedades da lectina Artin M,
também podemos citar o seu efeito mitogénico sobre os linfocitos B e T, sendo, portanto uma
ferramenta imunoldgica extremamente Gtil para o entendimento dos mecanismos de regulacéo
e ativacado da resposta imune (BUNN-MORENO, 1981; CALICH, 2001).
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Os linfécitos B combatem patdgenos extracelulares e seus produtos por meio da
liberacdo de anticorpos, 0s quais constituem moléculas que reconhecem e se ligam
especificamente a uma determinada molécula-alvo, chamada antigeno. Este, por sua vez, pode
ser uma molécula na superficie de um patégeno ou uma toxina por ele produzida. Ja os
linfécitos T possuem uma ampla variedade de atividades, pois constituem varias
sub-populagdes, como ilustrado na Figura 4 (CALICH, 2001).

A expansdo das células T CD4+ do tipd Paomove a imunizacdo do hospedeiro
contra os parasitas intracelulareeshmania amazonensis Leishmania braziliensjs
causadores da leishmaniose cutéanea. Estas células quando ativadas secretam interferon
(IFN-y), o qual ativa os macréfagos que séo as células responsaveis pela defesa do organismo
contra estes protozodrios. A ativacdo das células T CD4+ do tib@ Taduzida pela
interleucina-12 p40 secretada pelos macréfagos. A lectina Artin M é capaz de induzir a
producdo desta interleucina pelos macrofagos, controlar a infeccaddemtimania, e
promover, desta forma, a imunizacdo de ratos da linhagem BALB/c contra tais parasitas
(TEIXEIRA, 2006). Pelo mesmo mecanismo de inducdo da producdo de IL-12 p40 pelos
macroéfagos, a Artin M também €é capaz de promover a imunizacdo, desta mesma linhagem de
ratos, contra o fung@aracoccidioides braziliensi®o qual é causador da doenga pulmonar

conhecida como paracoccidiomicose (COLTRI, 2008).

Figura 4. SubpopulacBes de linfécitos T. As células T CD4+, ou auxiliares, do tipo 1 Prdiberam
citocinas que induzem a destruicdo dos microorganismos internalizados e apresentados pelos macréfagos.
As células T auxiliares do tipo 2 (T liberam citocinas responsaveis pela ativacdo os linfocitos B, por
meio da apresentacdo de antigeno pelas mesmas, induzindo sua divisdo e diferenciacdo. As células T
CD8+, ou citotoxicas (Tc) e as células NK (do inglésatural killers) reconhecem e destroem as células
infectadas por virus.

As células do sistema imunoldgico podem ser estimuladas tanto pela proximidade,
pelo contato célula-célula (sinapse imunoldgica) como a distancia pela acéo das citocinas, as

quais sao proteinas formadoras do sistema complemento. As citocinas Ssao proteinas,
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polipeptideos ou glicoproteinas, envolvidos na emissdo de sinais entre as células durante o
desencadeamento das respostas imunes, ou seja, elas controlam o processo inflamatoério por
meio de interacbes entre si e com outros elementos do sistema imune (CALICH, 2001,
ROITT, 2003). Cada grupo de células libera um conjunto particular de citocinas, dependendo
do tipo celular e do seu estado de ativacdo ou inativagdo. Os principais grupos de citocinas

sao:

Interferons IFNs): importantes na limitacdo da propagacdo de determinadas
infeccdes. Este grupo é composto pdiElNa, IFNS e IFN), os quais induzem um
estado de resisténcia antiviral em células teciduais ndo infectadas. Eles sédo produzidos
na fase inicial da infeccéo e constituem a primeira linha de resisténcia a muitos virus.

e Interleucinas ILs): sao citocinas (IL-1 a IL-22) produzidas principalmente por
células T, embora algumas sejam produzidas por fagocitos mononucleares e ceélulas
teciduais. Possuem uma variedade de funcdes, mas a maioria delas esta envolvida na
inducéo de divisdo e diferenciagdo de outras células.

* Quimiocinas: séo citocinas quimiotaticas, ou seja, responsaveis pelo direcionamento
da movimentagdo das células pelo organismo partindo da circulagdo sangulinea até o
local da infecgéo.

« Qutras citocinas: neste grupo, os fatores de necrose tumorah (@ NNR3) e o fator
B de transformacédo de crescimento (Bpossuem uma variedade de fungbes, mas
sdo particularmente importantes nas reacdes inflamatorias e citotoxicas.

A ativacdo do complemento é uma reacdo em cascata, que leva ao aparecimento de

peptideos que possuem as seguintes fungdes:

* Revestir o alvo, como uma bactéria, por exemplo, com proteinas do complemento,
permitindo, desta forma, o reconhecimento e a internalizacdo das bactérias pelos
fagocitos. Tal processo € denominado opsonizacgao.

» Atrair os fagocitos para o local da infeccdo, sendo que tal migracdo ocorre
ativamente mediante gradientes de concentracdo de determinadas moléculas,
denominadas quimiocinas, esse processo de migracao € conhecido como quimiotaxia.
As quimiocinas controlam o processo de migracéo celular por meio da ativacao das
células circulantes, promovendo sua ligacdo ao endotélio e iniciando a migracdo dos
leucdcitos através do endotélio.

» Aumentar o fluxo sangtiineo no sitio de ativacdo e aumentar a permeabilidade capilar

das moléculas plasmaticas.
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* Lesionar as membranas plasmaticas das células, de bactérias Gram-negativas, 0s
envelopes virais ou outros organismos que tenham induzido a ativacdo do
complemento, levando a lise da célula ou do virus, com consequente reducdo da
infecgdo. As fungdes do sistema complemento encontram-se resumidas na Figura 5
(CALICH, 2001).

A ativacdo do sistema complemento pode ser iniciada por trés vias diferentes: via
alternativa, via das lectinas e via classica. Todas as vias convergem para a ativacao do terceiro
componente, a proteina C3. A via classica é ativada pelo anticorpo ligado ao antigeno e a via
alternativa pela presenca de varios patdogenos microbianos. A via das lectinas, por sua vez &
ativada pela ligacdo da proteina MBL (do inglégnnose binding lectin) a residuos de
manose e de N-acetil-glicosamina encontrados em abundéncia na superficie de
microorganismos. Recentemente, descobriu-se que outra lectina, conhecida como ficolina,

também é capaz de ativar essa via (CALICH, 2001).

Figura 5. FuncBes do sistema complemento: (1) lise de bactérias, (2) Atracdo de fagocitos até o local da
infeccdo e (3) e opsonizacdo de microorganismos para facilitar seu reconhecimento pelas células do
sistema imune.

E muito provavel que outras proteinas capazes de se ligar aos residuos de agulcares citados
acima desempenhem esta mesma fun¢do (CALICH, 2001; ROITT, 2003). A lectina Artin M,
proteina alvo de estudo do presente trabalho, devido a sua afinidade preferencial por
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D-manose, também é capaz de induzir a ativagdo do sistema complemento, auxiliando, desta
forma, no controle da inflamacéo causada por alguns microorganismos.

Quando um microorganismo ndo possui a habilidade intrinseca de ativar o complemento
ou de se ligar aos fagocitos, o organismo fornece anticorpos, também conhecidos como
imunoglobulinas, como moléculas adaptadoras flexiveis. O organismo pode produzir milhdes
de anticorpos diferentes, capazes de reconhecer uma ampla variedade de agentes infecciosos
Consequientemente, o anticorpo é importante como fator limitante da propagacao da infeccéao
e na prevencao da reinfeccédo pelo mesmo agente viral (CALICH, 2001).

Recentemente foi descoberto que além das propriedades previamente citadas, a
Artin M também € capaz de atuar fortemente na aceleracdo da cicatrizacdo de ferimentos na
pele e na cérnea (CHAHUD, 2009), propriedade que permitiu o desenvolvimento de uma
pomada para o tratamento de queimaduras, pelo grupo do Departamento de Biologia
Molecular e Celular e Bioagentes Patogénicos da Universidade de Sao Paulo, coordenado pela
Profa, Dr2, Maria Cristina Roque-Barreira (FUNDACAO..., 2003).

1.1.3. A Artin M Recombinante (rArtinM)

Estudos mais profundos da acdo biologica da Artin M e a sua aplicacdo no
desenvolvimento de produtos na area farmacéutica sdo fortemente limitados pela safra da
fruta e pela dificil tarefa de purificacdo desta lectina totalmente livre de jacalina, a qual esta
presente no extrato bruto das sementes da jaca em uma concentracdo 60 vezes maior. Send
assim, o grupo coordenado pela Prof2. Dr2. Maria Helena de Souza Goldman do Departamento
de Biologia da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras da Universidade de S&o Paulo
desenvolveu uma metodologia para a clonagem de seu cDNA para a producdo da proteina
recombinante, rArtinM (SILVA, 2005).

Atualmente, muitas proteinas sdo produzidas por meio da tecnologia do DNA
recombinante para o tratamento de diversas doencgas, tais como cancer, alergias, doencgas auto
imunes e neuroldgicas, ataques cardiacos, infeccdes, ferimentos e doencas genéticas, assim
como para fins mais triviais, como uso em detergentes e na producdo de alimentos
(WATSON, 1996). Um exemplo € a insulina humana expressa em célutascdg a qual
foi a primeira proteina a ser produzida por engenharia genética e autorizada a ser
comercializada como medicamento. A insulina € um importante hormdénio normalmente

produzido pelas células do pancreas, e que regula o metabolismo dos aguUcares, sendo que ¢
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falta deste hormonio causa a diabete. Anteriormente a produgdo da molécula recombinante, a
insulina utilizada nos tratamentos de diabetes era obtida a partir do pancreas de porcos e
vacas. Essa insulina causava, em alguns pacientes, reacdes imunoldgicas, pois embora ela sej:
biologicamente ativa em humanos, sua sequéncia de aminoacidos néo é idéntica a da insulina
humana (WATSON, 1996).

Outro dos grandes sucessos da medicina moderna foi o desenvolvimento e a aplicagcéo
de vacinas contra doencas infecciosas. Ha alguns anos dois tipos de vacina eram utilizadas: as
vacinas inativadas que eram compostas de derivados quimicamente mortos do agente
infeccioso real e as vacinas atenuadas que eram compostas do virus ou bactéria vivos, porém
alterados para que ndo pudessem se multiplicar no organismo inoculado. Entretanto esses dois
tipos de vacina sdo potencialmente perigosos, visto que elas podem ser contaminadas com
organismos infecciosos. Portanto, uma das aplicacbes mais promissoras da tecnologia do
DNA recombinante é a producédo de subunidades de vacinas, consistindo somente de uma
proteina de superficie a qual o sistema imune responda. A primeira subunidade de vacina bem
sucedida produzida foi para o virus da hepatite B, o qual infecta o figado, danificando-o e em
alguns casos evoluindo a um cancer. tecnologia do DNA recombinante vem fornecendo uma
maneira segura de trabalhar e inocular criangas e adultos somente com partes nao-infecciosas
de agentes infecciosos (WATSON, 1996).

Assim também, a producéo da lectina Artin M recombinante possui como intuito o
desenvolvimento de medicamentos e/ou vacinas para 0os males citados na secao 1.1.2, visto
que a utilizacdo desta lectina na sua forma nativa possui como principal limitacdo a sua
purificacdo, além da sua quantidade extremamente baixa nas sementes da jaca. Sendo assim,
verificagdo da equivaléncia entre as formas nativa e recombinante da lectina Artin M é de
extrema importancia, pois visa a sua aplicacdo em substituicdo da proteina nativa. Tal estudo

€ objetivo principal do presente trabalho.

1.2. O Ligante: Peroxidase de Raiz Forte (HRP)

A avaliacdo da equivaléncia entre as formas nativa e recombinante da lectina Artin M
foi realizada por meio do monitoramento da interacdo destas com a peroxidase de raiz forte
(HRP, do inglés horseradish peroxidase

A HRP é uma enzima extraida principalmente das raizes do rabano silvestre (raiz

forte), Figura 6.a. A sua producdo em larga escala esta relacionada ao seu uso comercial em
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kits de diagndstico e em immunoensaios como enzima repérter, devido a sua capacidade de
oxidar diversos compostos organicos e inorganicos utilizando como substrato o perdxido de
hidrogénio (VEITCH, 2004; WUHRER, 2005).

1 Raphanus rufticanss,

Horfe Radifh.

Figura 6: (a) llustracdo do rdbano silvestre, da raiz do qual é extraida a enzima peroxidase e a
(b) estrutura da enzima (VEITCH, 2004).

A estrutura da HRP é formada por apenas uma cadeia polipeptidica composta por 308
residuos de aminoacidos, e dois centros metélicos diferentes, uma proporfirina IX com um
atomo de ferro (lll), também denominado de grupo heme, (em vermelho na Fig. 6.b) e dois
atomos de célcio (em azul na Fig. 6.b). Ambos o0s centros metalicos sdo essenciais para a
estrutura e integridade funcional da enzima (VEITCH, 2004; WUHRER, 2005).

A capacidade da Artin M em interagir com esta enzima € devido ao fato desta possuir
em sua estrutura 9 sitios de N-glicosilagdo. O perfil de glicosilacdo da HRP é heterogéneo, e
compde 20 % de sua massa total. Porém a interacdo da Artin M com esta glicoproteina é
devido a alta afinidade da lectina pelo heptassacarideo ramificado composto por manose,
glicose, fucose e xilose, cuja estrutura € apresentada na Figura 7. Este polissacarideo compde
75-80 % das glicanas presentes na estrutura da HRP (VEITCH, 2004).
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Figura 7: Estrutura do heptassacarideo presente na HRP, pelo qual a lectina Artin M possui alta
afinidade (VEITCH, 2004).

A lectina Artin M reconhece e interage com esta glicana presente na estrutura da HRP
por meio dos quatro dominios de reconhecimento de carboidrato presente em sua estrutura
(Fig. 8), sendo que cada dominio € capaz de interagir com uma glicana presente em uma

molécula de HRP.

Figura 8: Representacédo do reconhecimento da glicana (heptassacarideo) presenta na estrutura da HRP
por um dos CRDs da lectina Artin M (JEPRAYAKASH, 2004).

1.3. Reconhecimento Molecular e Biossensor

O reconhecimento de moléculas presentes no meio celular e na membrana das células
€ imprescindivel para o desencadeamento dos processos celulares adequados a cada situacac
Por exemplo, a identificacdo de um patdgeno por meio das moléculas presentes em sua

membrana desencadeard um processo inflamatério necessario a defesa do organismo. Como
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exemplo também se pode citar a identificacdo de uma fonte de carbono energeticamente mais
vantajosa para o0 organismo, por meio da qual serd ativada a via sintética das enzimas
responsaveis pela sua degradacéao.

A mediacdo dos processos biologicos, pelas lectinas, ocorre por meio do
reconhecimento molecular especifico de aglcares ou glicoproteinas presentes no meio celular
ou na membrana das células. A especificidade e eficiéncia das interacdes lectina-carboidrato
sao devido a eventos multivalentes conhecidos como “efeito do agrupamento de glicosideos”.
Efeito que é definido como um aumento da afinidade obtido por ligantes multivalentes o qual,
€ maior do que o aumento da afinidade esperado por um simples efeito do aumento da
concentracao, pois derivados de carboidratos multivalentes podem interagir simultaneamente
com diversos sitios de ligacdo de uma mesma lectina (WILCZEWSKI, 2008).

Sendo assim, o reconhecimento de carboidratos pelas lectinas € importante de ser
avaliado e estudado. Esta avaliacdo pode ocorrer por meio do desenvolvimento de
biossensores, 0s quais sdo sensores biolégicos capazes de transformar a informacéo de
reconhecimento molecular em um sinal elétrico, reproduzindo 0s processos de
reconhecimento molecular com alta especificidade em sinal elétrico. Desta maneira, esses
dispositivos utilizam como principio de funcionamento a incorporacdo de um elemento
biologicamente ativo, tal como enzimas, acidos nucléicos, anticorpos ou proteinas a um
transdutor, o qual é o elemento que reconhece o sinal biolégico e o converte em uma resposta
que € processada e revelada como um sinal digital (BUNDE, 1998; RICCI, 2007). Os
biossensores podem ser utilizados tanto na deteccdo de moléculas pequenas como
microorganismo patogénicos intactos (SKOTTRUP, 2008).

O método de detec¢do de patdgenos mais bem estabelecido e utilizado, atualmente, € o
ELISA (do inglés.enzyme-linked immunosorbent ags&sse tipo de analise possui um custo
reduzido, além de ser de facil manipulacdo e oferecer alta seletividade e especificidade.
Porém, para o ELISA sdo requeridos exaustivos processos de limpeza da amostra e
purificacdo das biomoléculas, além da necessidade de uma molécula marcadora, por tratar-se
de um método espectrofotométrico (GOODING, 1999; LAZCKA, 2007; RICCI, 2007;
SKOTTRUP, 2008). Apesar de muito utilizado, o sistema ELISA de anélise tem sido uma
fonte de inspiragdo para o desenvolvimento de outros tipos de biossensores com a mesma
eficiéncia, porém mais simples e com menor tempo de analise (GOODING, 1999; LAZCKA,
2007; RICCI, 2007).

Atualmente tém sido desenvolvidos biossensores utilizando-se de técnicas mais

avancadas e que ndo necessitam de moléculas marcadoras, tais como a microbalanca a crista
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de quartzo (QCM, do ingléQuartz Crystal Microbalandee a ressonancia de superficie
plasménica (SPR, do ingléSurface Plasmon Resonac€GOODING, 1999; LAZCKA,

2007; RICCI, 2007). Essas técnicas permitem a deteccdo direta e em tempo real de uma
interacdo, nao necessitando, desta forma, da adicdo de moléculas marcadoras
(KOSSLINGER, 1995; DAMOS, 2004; LAZCKA, 2007; BOUNJDAY, 2009).

A primeira vista a técnica de SPR chama atenc&o devido a sua capacidade de deteccdo
altamente especifica, permitindo, desta forma, a determinacdo de propriedades dielétricas,
cinética de associacao e dissociacao e constantes de afinidades em interacdes especificas. Est
técnica possui como principio 0 monitoramento as varia¢gdes no indice de refracdo devidas as
interacdes, ligacbes e dissociagbes, entre moléculas, proximas a superficie do sensor
(DAMOS, 2004; LARICCHIA-ROBBIO, 2004; LAZCKA, 2007; RICCI, 2007). Apesar de
ser uma técnica poderosa no estudo dos mecanismos das interaces bioldgicas, a técnica de
SPR requer equipamentos complexos e extremamente caros, 0 que limita a sua utilizagéo a
laboratérios de pesquisa com fortes investimentos de companhias privadas (LAZCKA, 2007;
RICCI, 2007).

A melhor técnica alternativa a SPR € a QCM, pois além de também ser uma poderosa
técnica de deteccéo altamente especifica, requer equipamentos muito mais baratos e de facil
manipulagédo (LARICCHIA-ROBBIO, 2004; RICCI, 2007). A técnica de QCM seré descrita
com mais detalhes na proxima secdo, sendo que sera também a técnica primordial utilizada

nesta dissertacao.

1.4. Microbalanca a Cristal de Quartzo

A técnica de microbalanca a cristal de quartzo (QCM, do ingléstz crystal
microbalancg tem sido amplamente utilizada no estudo de processos bioldgicos
fundamentais, no desenvolvimento de biossensores e de sistemas biomoleculares mais
complexos, incluindo estudos com células vivas (MARX, 2003). A ampla aplicacdo da QCM
€ devido, principalmente, a sua capacidade em medir variacbes de massa da ordem de
nanogramas, de sua facil manipulagdo e obtencdo de resultados em tempo real (PEI, 2005;
PEDROSO, 2006; PEDROSO, 2008). Além disso, os experimentos podem ser realizados
utilizando moléculas biologicas nativas sem qualquer tipo de marcador (PEI, 2005).

O estudo de reconhecimento de carboidratos por meio de QCM é recente, porém 0s

resultados demonstram que esta técnica € adequada para a analise de tais sistemas moleculare
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(BUNDE, 1998; MARX, 2003; PEI, 2005; PEDROSO, 2008). A confiabilidade dos
resultados da QCM tem sido verificada por diferentes métodos complementares tais como:
espectroscopia de impedancia eletroquimica (BUTTRY, 1992), analises de impedancia
piezelétrica (KIM, 2003; CHO, 2004), espectroscopia de fluorescéncia (KIM, 2003; CHO,
2004), ressonéancia de superficie plasmoénica (OKAHATA, 2000; CHO, 2004; LARICCHIA-
ROBBIO, 2004), microscopia de forca atdbmica (CARUSO, 1996; COFFEY, 2001; CHO,
2004) e espectroscopia de fotoelétrons (KRISTENSEN, 2003).

1.4.1. Fundamentos da Técnhica QCM

A QCM é uma técnica eletrogravimétrica extremamente sensivel que possui como
principio de funcionamento o comportamento ressonante de alguns materiais cristalinos
piezelétricos. O termo piezeletricidade € derivado do grego “piezein-elektro” ou “pressao-
eletricidade’, ou seja, trata-se do acoplamento das caracteristicas elétricas e mecanicas
apresentada por alguns materiais (COOPER, 2007). Portanto, o fendmeno da piezeletricidade,
originalmente descoberto por Pierre e Jacques Curie em 1880, € caracterizado pela capacidade
de geracdo de um campo elétrico por um material quando este é submetido a um estresse
mecanico. E reciprocamente, a inducdo de deformagdo mecénica quando um material &
submetido a uma diferengca de potencial, sendo que a direcdo e a magnitude do estresse
induzido séo diretamente dependentes da direcdo do campo elétrico aplicado relativo ao eixo
do cristal (EDVARDSSON, 2005; COOPER, 2007).

O material mais comumente utilizado € o quanzoque consiste de uma forma
cristalina especifica do didxido de silicio (9JOna forma de discos com corte AT, como
mostrado na Figura 9. Esta geometria fornece ao cristal uma oscilacdo estavel sem influéncias
da variacdo da temperatura (entre 10 e 50 °C) na frequéncia fundamental do cristal. Esses
discos, normalmente, séao circulares e possuem eletrodos metélicos, geralmente ouro ou prata,
depositados em ambos os lados do cristal por evaporacao térmica (LIN, 1995; BUNDE, 1998;
MARX, 2003).

Quando uma diferenca de potencial AC é aplicada nos eletrodos depositados no
cristal, este oscila em sua freqiéncia de ressonancia fundameht#l €spessura do cristal
determina a sua frequéncia ressonante, a qual, por sua vez, determina a sensibilidade de
massa. Cristais mais finos ressonam em freqiéncias mais altas e sdo mais sensiveis, mas

tendem, entretanto, a serem mais frageis.
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Figura 9. Diagrama esquematico do cristal de quartzo de corte AT, no qual sdo depositados os eletrodos
metalicos, e a visao final do cristal com modo de cisalhamento de espessura de vibracdo (MARX, 2003).

A adsorcdo de uma determinada massa, em um dos lados (ou em ambos) do eletrodo
metalico, pequena quando comparada a massa do cristal de quartzo (10% da massa do cristal),
causa um decréscimo na frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo proporcional a massa do
filme depositado. As variacdes na frequéncia ressonante do cristal de quartzo sdo relacionadas
a massa acumulada no cristal pela relacdo, demonstrada por Sauerbrey em 1959, apresentad:
na Equacéo 1 (BUNDE, 1998).

_—2f2Am

A 1P,

AF - CAm (1)

onde,AF é a variacdo de freqiéncia medida emfhié,a freqiéncia fundamental em HAm
€ a variacdo de massa em granfag a area piezoeletricamente ativa (area superficial do
eletrodo) em cf pq € 0 modo de cisalhamento do quartzo (2,947xg0cni®), pq € a
densidade do quartzo (2,648 g &me C é a constante de sensibilidade de massa (baseada no
tipo de uso do cristal) em (ShJBUNDE, 1998). Entretanto, a equacéo de Sauerbrey é valida,
somente, para o0 monitoramento da variacdo da frequéncia durante a deposicéo de filmes finos
sélidos na superficie do transdutor, quando este se encontra em meio de ar ou vacuo.

Em 1985, Kanazawa e colaboradores (KANAZAWA, 1985) demonstraram que,
quando o cristal de quartzo piezelétrico encontra-se com uma de suas faces em contato com
um meio liquido, embora este consiga oscilar, a freqiéncia de sua oscilacdo é influenciada

pela densidade e viscosidade do liquido, sendo esta influéncia expressa pela Equacao 2.
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af =- [f2 P @)
TTHPq

onde,n, € a viscosidade do liquidz, € a densidade do liquida, € o modo de cisalhamento
do quartzo e, € a densidade do quartzo. Por fim, estabeleceram que a varia¢éo da freqiiéncia

de oscilagcao do cristal quando uma massa é depositada sobre sua superficie e quando imersc

em meio liquido € dada pela relacéo expressa na Equacéo 3.

Am M1P1
AF = —f7 |' 3
fﬂ (quq‘qel T fDE#qPq) )

Desde entdo, a QCM vem sendo amplamente utilizada no desenvolvimento de

sensores biolégicos para o estudo dos mecanismos de reconhecimento molecular (WINK,
1997; DAMOS, 2004; TLILI, 2004; PEI, 2005; PEDROSO, 2008; BOUJDAY, 2009) através

da deteccdo da massa durante ligacdes especificas do analito com o transdutor.

1.5. Estratégia de Funcionalizagdo do Transdutor

A camada biologica incorporada a superficie do transdutor, o cristal de quartzo
piezelétrico, em conjunto com as condi¢cdes ambientais da analise ditam a aplicabilidade geral
e a sensibilidade do sistema biossensor (BUNDE, 1998; SKOTTRUP, 2008). Portanto, o
procedimento utilizado para a imobilizacdo da lectina no transdutor é extremamente
importante, pois este deve manter a biomolécula préxima a superficie do transdutor sem que
ocorra a perda de sua atividade bioldgica (GOODING, 1999; LAZCKA, 2007). Os métodos
de imobilizacdo mais empregados, por exemplo, os procedimentos de adsorcdo, ligacao
cruzada, ligacdo covalente e aprisionamento em géis ou membranas produzem uma superficie
altamente desorganizada, com as biomoléculas orientadas randomicamente, provocando
mudancas conformacionais que afetam sua atividade funcional com conseqiente baixa
reprodutibilidade (COSNIER, 1999; FREIRE, 2003).

A formacdo de monocamadas auto-organizadas (SAM, do inggéfsassembled
monolaye) induzida por uma forte quimiossorcao entre o substrato e o grupo localizado em

uma das extremidades de moléculas organicas selecionadas, consiste em um dos mais
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elegantes métodos para a obtengcdo de filmes organicos ultrafinos de espessura controlada
(CHAKI, 2002). As SAMs consistem em monocamadas formadas por uma ligacdo covalente
extremamente forte entre moléculas organicas, a partir de uma solucédo ou de uma fase gasosa.
e superficies metdlicas, tais como ouro, prata, platina e cobre. Dentre estes metais, 0 ouro € 0
mais comumente utilizado devido a superior afinidade dos grupamentos tidis por este metal
(GOODING, 1999; FREIRE, 2003).

Tabela 2. Principais aplicacdes das SAMs, entre as quais podemos destacar as aplicacdes bioldgicas, tais
como a imobilizacédo de proteinas e o estudo de interacdes biolégicas (incluindo interacdes lectina-
carboidrato), as quais foram exploradas no presente trabalho (adaptado de (FREIRE, 2003)).

- Estudo de interacdes biologicas
- Biorreatores
) - Imobilizacdo / Adsorcgédo de proteinas
BIOLOGICA
- Estudos de biocompatibilidade

- Modelos de membranas biolégicas

- Acompanhamento e/ou escolha de drogas

- Otica n&o-linear
- Planejamento de superficie

FISICAS - Dispositivos com alta densidade de memoaria
- Miniaturizagao (nanotecnologia)

- Fotolitografia

- Tranferéncia eletrbnica
- Catalise
) - Estudos de fendbmenos de interface
QUIMICAS
- Corrosao

- Desenvolvimento de novos materiais

- Sensores: opticos, eletroquimicos e piezoelétricos
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Os grupos funcionais na outra extremidade da molécula controlam as propriedades de
superficie do transdutor, e podem ser amplamente variados, tais como grupamentos metila
(-CHg), carboxila (-COOH), amina (-NBHl hidroxila (-OH) ou até uma mistura desses
(EDVARDSSON, 2005). O transdutor funcionalizado por meio das SAMs possui uma grande
variedade de aplicagdes, como mostra a Tabela 2.

Desta forma, as SAMs de alcanotidis, procedimento utilizado no presente trabalho
para a funcionalizacdo do transdutor, constituem em uma camada base, na qual qualquer
proteina pode ser quimicamente ligada via um grupo funcional adequado, como acido
carboxilico ou amina (BRIAND, 2007).

Misturas contendo diferentes tidis resultam em uma monocamada homogénea de
ambos os componentes. A formacdo de monocamadas homogéneas a partir de misturas de
alcanotidis € importante na construcdo de sensores com elementos de reconhecimento
grandes, os quais podem ser espacados uns dos outros, evitando, desta forma problemas de
impedimento estérico na interacdo destes com o ligante (GOODING, 1999).

Sendo assim, no presente trabalho foram utilizadas as SAMs formadas a partir de uma
mistura de dois alcanotidis diferentes, o acido 11-mercaptoundecandico, alcanotiol de cadeia
longa, em menor proporc¢ao, no qual a biomolécula foi ligada a partir de uma reacéo entre um
grupamento carboxilico terminal do alcanotiél e um grupamento amina presente na estrutura
da lectina. O 2-mercaptoetanol, alcanotiol de cadeia curta, foi utilizado em maior proporcéo
com o intuito de promover um bom espacamento entre as moléculas de lectina imobilizada,
para que estas pudessem interagir livremente com o ligante sem que ocorressem problemas de
impedimento estérico, pois além da molécula de lectina possuir um volume consideravel, o

ligante utilizado, por ser uma enzima, também é uma molécula de grande volume.



OBJETIVOS
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Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um biossensor para o estudo
da equivaléncia entre a forma nativa e recombinante da lectina Artin M em sua afinidade por
glicanas. Este estudo de equivaléncia foi realizado pela determinacdo das constantes de
afinidade aparente e de associacao cinética das interacdes lectina-carboidrato, por meio da
técnica de microbalanca a cristal de quartzo.

Apés a avaliagdo da equivaléncia entre as formas nativa e recombinante da lectina
Artin M, também se objetivou determinar a constante de associacao cinética da interacao

entre esta lectina e trés diferentes linhagens de células leucémicas.



PROCEDIMENTO
EXPERIMENTAL
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3.1. Instrumentacéo

3.1.1. CRISTAIS DE QUARTZO PIEZELETRICOS

Foram utilizados neste trabalho cristais de quartzo piezelétricos de corte AT com
frequéncia fundamental de 5 MHz e com 16 mm de diametro, contendo eletrodos de ouro
concéntricos depositados em ambos os lados do cristal, tal como ilustrado na Figura 10.

Figura 10. Foto do cristal de quartzo piezelétrico de 5 MHz com eletrodos de ouro em ambos os lados

3.1.2. MICROBALANCA A CRISTAL DE QUARTZO

O monitoramento da variacdo da frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo em
funcdo do tempo foi realizado utilizando uma microbalanca da Q-sense (QCM-D) modelo E4,
como ilustrado na Figura 11. A QCM-D possui uma sensibilidade de 1,8 Agsmuais
correspondem a 0,1 Hz quando o cristal estad imerso em meio liquido.

As medidas foram realizadas em uma célula de fluxo paralelo continuo, sexdo 40
volume da camara onde foi fixado o cristal de quartzo. A célula de medidas também possui
controle de temperatura, podendo este variar entre 18 e 50 °C com uma estabilidade
de 0,02 °C.
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(@)

(b) (€) (d)

Figura 11. Foto da (a) microbalanca a cristal de quartzo, (b) plataforma onde sdo conectadas as células,

(c) célula de medida conectada em fluxo e (d) célula aberta com o cristal de quartzo piezelétrico.

3.1.3. VOLTAMETRIA CICLICA

As medidas de voltametria ciclica foram realizadas utilizando-se um potenciostato
modelo PGSTAT 30 da Autolab, interfaceado a um computador e controlado pelo software
GPES. As voltametrias foram realizadas em uma célula convencional de trés eletrodos a
temperatura ambiente, utilizando um eletrodo de ouro modificado (com area de?y, Limm
eletrodo platina e um eletrodo de calomelano saturado como eletrodo de trabalho, contra-

eletrodo e eletrodo de referéncia, respectivamente.
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3.2. Materiais e Métodos

3.2.1. REAGENTES E SOLUCOES

Para a construcdo das monocamadas auto-organizadas foram utilizados o
acido 11-mercaptoundecandico (MUA) (Sigma-Aldrich), 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich),
N-etil-N-(dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (Fluka) e N-hidroxisuccinimida (NHS)
(Sigma-Aldrich). A solucdo contendo os alcanotidis foi preparada em etanol (Chemis) e a
solucdo de EDC/NHS foi preparada em solugdo tampdo fosfato salina 0,1 “mol L
com pH 7,0 (PBS, do inglés phosphate buffer saline

A lectina Artin M nativa utilizada neste trabalho foi extraida e purificada das sementes
da jaca da espéci@rtocarpus integrifolia. Esta lectina foi obtida 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
Profa. Dr2. Maria Cristina Roque-Barreira. A Artin M na sua forma recombinante, o reagente
de bloqueio, gelatina, e a albumina de soro bovino (BSA) foram gentilmente cedidos pelo
Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia coordenado pela Profd. Drd. Maria Cristina
Roque-Barreira.

O analito utilizado para o estudo da interacdo lectina-carboidrato foi a glicoproteina
peroxidase de raiz forte (HRP, do inglB®rseradish Peroxidage(Sigma-Aldrich). As
solugdes das lectinas, dos analitos e de gelatina também foram preparadas em PBS.

Nos estudos da cinética de interacdo entre a lectina Artin M e as células leucémicas, as
linhagens de células humanas utilizadas, NB4 (leucemia promielocitica aguda), K562
(leucemia eritromegacarioblastica) e U937 (leucemia monocitica), foram gentilmente
preparadas e cedidas pela Fernanda C. Carvalho, pesquisadora do grupo da Profé. Drd. Maria
Cristina Roque-Barreira.

Na realizacdo dos experimentos de voltametria ciclica foram utilizados
hidroquinona (Sigma) e 4@, 30% (Synth), e HCI (Synth), KI (Chemco), KJ@Synth),
NaS,0; (Chemco), CHGl (Chemis) e amido soluvel (Reagen), foram utilizados para a

padronizacao da solucéo de peroxido. Todas as solugdes foram preparadas em agua destilada.
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3.2.2. LIMPEZA DOS CRISTAIS

Para a limpeza dos cristais de quartzo piezelétricos foi utilizada uma solucdo recém
preparada de &acido sulfarico concentradeS® (Synth) e perdxido de hidrogénio,
H.O, 30% (Synth) na proporcdao 7:3, respectivamente. Em seguida, os cristais foram

enxaguados com agua destilada e secos ao ar.

3.2.3. FUNCIONALIZACAO DO TRANSDUTOR

A funcionalizacdo do transdutor, o cristal de quartzo piezelétrico (Figura 7), foi
realizada por meio da formacdo de monocamadas auto-organizadas de alcanotidis. Uma
monocamada homogénea foi construida a partir de uma solugéo contendo dois alcanotidis, o
acido 11-mercaptoundecandico e o 2-mercaptoetanol nas concentracdes dé& ®0x10
10 mol L, respectivamente. O MUA foi utilizado para a ligacdo da lectina, por meio de uma
ligacdo entre um grupamento amina presente na estrutura da proteina e o grupamento
carboxilico presente em uma das extremidades da molécula do alcanotidl. O 2-mercaptoetanol
foi utilizado somente como espacador entre as moléculas de proteina que foram, em seguida,
imobilizadas. A mistura dos alcanotidis foi preparada em etanol (Chemis), e nesta solugéo, o
transdutor foi imerso por um periodo de 3 h. Em seguida o cristal foi lavado com etanol e
PBS. Subsequentemente o cristal foi imerso, por 2 h, em uma solucdo de EDC e NHS de
concentracdo 1,0x¥0e 2,0x1F mol L™, respectivamente, para a ativacdo dos grupamentos

carboxilicos, como ilustrado na Figura 12.
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Figura 12. Ativacdo dos grupamentos carboxilicos por meio da reacdo com EDC/NHS.
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Novamente o cristal foi lavado com PBS e em seguida, mantido, também por 2 h, em
uma solucéo 0,15 mg riflda lectina Artin M (nativa ou recombinante). Apés este periodo o
cristal foi lavado com PBS e exposto a uma solucdo de gelatina 0,001 % por 2 h, para o
bloqueio dos grupamentos carboxilicos remanescentes e novamente lavado com PBS e seco
ao ar. Na Figura 13 é apresentado um diagrama esquematico do biossensor pronto para a
realizagdo de uma medida.

ApoOs as etapas de funcionalizacdo, o cristal de quartzo piezelétrico contendo a lectina
imobilizada foi fixado na célula de fluxo da QCM (Figura 8.d), dentro da qual somente um
dos lados do cristal permaneceu em contato com a solugdo. Foi utilizada uma bomba

peristaltica Ismatec modelo IPC de quatro canais para manter um fluxo carreador, a uma
vazado de 200lumin™.
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Figura 13. Diagrama esquematico da superficie do cristal de quartzo piezelétrico funcionalizado.

A imobilizacdo das lectinas no eletrodo de ouro, para as medidas de voltametria
ciclica, foi realizada da mesma maneira.
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3.2.4. AVALIACAO PIEZELETRICA

Os cristais piezelétricos funcionalizados, ou seja, com a lectina (jArtinM ou rArtinM)
imobilizada, foram fixados na célula de fluxo da QCM de modo que somente um dos lados
dos cristais permanecesse em contato com a solucdo. PBS foi utilizado como fluxo carreador
para a estabilizagdo do sinal de variagdo da frequéncia fundamental de vibragéo dos cristais de
quartzo. Realizada a estabilizac&o, foi adicionada a HRP nas concentrac¢des 0,15, 0,22, 0,30,
0,40, 0,50, 0,65, 0,75, 1,00 e 1,50 mmdl Cada concentracdo de HRP foi adicionada a um
cristal de quartzo diferente e cada medida foi realizada em triplicata. Apés a adicao, o fluxo
foi desligado e a HRP foi deixada em contato com a lectina imobilizada por 30 minutos,
depois dos quais o fluxo foi religado e toda a HRP que néo interagiu com a Artin M foi
lavada. Desta forma, a variagao da frequéncia fundamental de vibragao do cristal de quartzo
obtida, depois de religado o fluxo, é referente, somente, as HRPs ligadas a lectina imobilizada
na superficie do transdutor.

Os experimentos envolvendo as células leucémicas foram realizados da mesma
maneira, sendo que o tempo de fluxo desligado, para as linhagens NB4 e K563 foi de
35 minutos e para a linhagem U937 foi de 20 minutos. As concentracbes das ceélulas
adicionadas foram: 5,0, 7,5, 10,0, 12,5 e 15,8xd€ mL* para a linhagem NB4 e 1,25, 2,5,

5,0, 7,5 e 10,0xIDcel mL* para as linhagens K562 e U937. As células foram adicionadas
aos cristais de quartzo contendo a lectina recombinante imobilizada, e as adi¢des foram

realizadas em cristais diferentes e também em triplicatas.

3.2.5. PADRONIZACAO DA SOLUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

Primeiramente foi preparada uma solucdo 0,033 mblde KIO;, por meio da
solubilizacédo, em agua destilada, do sal previamente seco a 100 °C por 30 minutos em estufa.
Em seguida foi preparada uma solucéo 0,2 nfotle NaS,0; por meio da solubilizac&o do
sal em agua destilada previamente aquecida até a ebulicdo para a retiradapaoaGfDe
este ndo reagisse com sulfeto do sal. Apés a preparacao da solucasAe, Mesta foi
acrescentado 1 mL de CHQpara a conservacdo. A solucado indicadora foi preparada por
meio da dissolucdo de 1 g de amido em 100 mL de &gua destilada quente, e mantida em

fervura por 1 minuto.
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Prontas as solugdes, foi realizada a padronizacdo da solucao,B©N&m um
erlenmeyer foi colocado 5 mL de K§(0,125 g de Kl, 0,75 mL de HCI e alguns cristais de
molibdato de sédio (N¥00O,) como catalisador da reacdo. Em seguida, com uma bureta, o
NaS,0;5 foi adicionado na solucdo do erlenmeyer até a solucédo tornar-se amarela, e entéo
foram adicionados 0,5 mL de solucdo de amido, e deu-se prosseguimento a adicdo de
N&S,0; até que a coloragdo azul desaparecesse. As reacdes envolvidas na padronizagcdo do

tiossulfato de sodio sédo apresentadas pelas Equacdes 4 e 5.
|03 + 5 + 6H+ — 3, + 3HO (4)
25057 +l, +2H — S0 + 2HI (5)

Apoés a padronizacdo da solucao de tiossulfato, esta foi utilizada para a padronizacao
da solucdo 0,1 molt de peréxido de hidrogénio. Em um erlenmeyer colocou-se 5 mL da
solucdo de peréxido de hidrogénio, 0,25 mL de HCI, 0,125 g Kl e 0,5 mL de solucdo de
amido. Em seguida, com uma bureta, foi acrescentada a solucdo de tiossulfato de sddio até o
desaparecimento da coloracdo azul. As reacfes envolvidas na padronizacdo da solucédo de

peroxido sdo apresentadas nas Equacbes 6 e 7.
H,O, + 2H +2I — b + 2H,0 (6)
2505 + b — §0¢ + 20 7)

Ap6s a padronizacdo, a solucdo de perdxido foi utilizada nos experimentos de

voltametria ciclica.

3.2.6. AVALIACAO VOLTAMETRICA

No eletrodo funcionalizado, ou seja, com a lectina (rArtinM ou jArtinM) e a HRP
imobilizadas, foram realizadas 6 varreduras a uma velocidade de 50" nevitee
-0,2 e 0,3 V. As condi¢Oes de meio para a realizagdo das medidas foram:

(1) PBS (branco)

(2) PBS, hidroquinona e ;.
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Para a realizacdo dos experimentos de voltametria ciclica foi utilizada uma solucao

25 umol L™ de hidroquinona e uma solucéo 830ql L™ de HO,.



RESULTADOS E
DISCUSSAO
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4.1. A Funcionalizacdo do Transdutor

A funcionalizacdo do transdutor foi realizada por meio da construcdo de
monocamadas auto-organizadas a partir de uma mistura de dois alcanotiois, um de cadeia
longa, MUA, no qual a lectina foi ligada pela reacdo do grupamento amina da lectina com
grupamento carboxilico presente na cadeia do alcanotiél, e um de cadeia curta,
2-mercaptoetanol, o qual possuiu como fungcdo promover o0 espacamento entre as moléculas
de lectina imobilizada. A estrutura dos alcanotidis utilizados na construgcdo da SAM é

apresentada na Figura 14.

o HO
HO SH

2-MERCAPTOETANOL

SH

ACIDO 11-MERCAPTOUNDECANOICO

Figura 14. Estrutura quimica dos alcanotiéis utilizados na construcdo das monocamadas auto-
organizadas, para posterior imobilizacdo das lectinas (recombinante e nativa).

O espacamento, entre as cadeias de MUA na superficie sensora, promovido pelo
2-mercaptoetanol € de extrema importancia, pois a determinacdo dos parametros cinéticos de
interacdes lectina-carboidrato, estando a molécula de lectina imobilizada em uma superficie
rigida, € altamente afetado pelo impedimento estérico. O impedimento estérico durante as
interacdes lectina-carboidrato € uma conseqiiéncia da proximidade entre as moléculas de
lectina imobilizada na superficie do transdutor, sendo facilmente contornado por uma alta
diluicdo do alcanotiél ao qual a lectina se ligara.

A imobilizacdo da lectina na superficie do transdutor, ao invés do carboidrato ou

glicoconjugado, também foi importante para que um modelo de interacdo monomolecular
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simples pudesse ser aplicado na analise cinética, sendo que o efeito do transporte de masse
pode ser, neste caso, desprezado. Caso a molécula imobilizada fosse a glicomolécula, a
analise cinética seria mais complexa, visto que tal modelo ndo poderia ser utilizado, pois
devido a presenca de dois ou mais sitios de interacdo em sua estrutura, a lectina em solugéo
poderia interagir com mais de uma glicomolécula imobilizada, por meio de ligagbes cruzadas,

0 que levaria a um valor de afinidade aparente maior e a uma cinética de interacdo mais
complexa (NILSSON, 2007). Desta forma, a lectina Artin M, tanto nativa quanto
recombinante, foi imobilizada na superficie do transdutor por meio da construcdo de uma
SAM a partir de uma mistura dos alcanotidis MUA e 2-mercaptoetanol na propor¢do de
1:100.000, respectivamente.

4.2. Estudo das Interacgtes jArtinM-HRP e rArtinM-HRP

Os cristais de guartzo contendo a lectina imobilizada foram colocados em uma célula
de fluxo da QCM e um fluxo continuo de PBS foi utilizado até a estabilizacdo da resposta de
frequéncia do sistema. Em diferentes cristais, modificados ora com a jArtinM e ora com a
rArtinM, foi adicionada HRP em concentracdes crescentes, até ser atingida a saturacdo dos
sitios de interagdo presentes na superficie sensora. Todas as medidas foram realizadas e
triplicata e os resultados apresentados a seguir correspondem as médias. Na Figura 12 sao
apresentadas as curvas de variacdo da frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo obtidas
pela adicdo da concentracdo maxima e minima de HRP a cristais modificados com jArtinM e
rArtinM.

Pela analise das curvas apresentadas na Fig. 15 nota-se que quando uma solucdo de
HRP 0,15 mmol [* é adicionada ao cristal de quartzo modificado, tanto com jArtinM como
com rArtinM, a variacdo final da frequéncia fundamentsf)(é a mesma, sendo que
inicialmente pode ser observada uma variacdo na freqtiéncia fundamental maior do cristal de
quartzo modificado com rArtinM. Para a adicdo de uma solugdo de HRP 1,50 iimol L
observa-se uma pequena diferenca de 2 Hz na variacao final da frequéncia fundafiental (
dos cristais modificados com jArtinM e rArtinM, podendo ser um indicativo da ocorréncia de
uma saturacdo mais rapida dos sitios de interacdo presentes na superficie do transdutor.
Entretanto, inicialmente, observa-se uma variagédo de freqiéncia maior, pela adicdo de HRP,
no cristal de quartzo modificado com jArtinM, o inverso do que ocorre quando
HRP 0,15 mmol [* é adicionada.
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Figura 15. Curvas da variacéo de frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo em funcéo do tempo para a
adicdo de peroxidase (a) 0,15 mmolte (b) 1,50 mmol [* em jArtinM e rArtinM imobilizadas.
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Carvalho (CARVALHO, 2008) estudando as propriedades biolégicas da Artin M,
nativa e recombinante, observou que, enquanto a lectina nativa possui uma estrutura
tetrameérica, o que implica na presenca de quatro CRDs para interacdo com carboidrato, além
de uma estrutura espacialmente maior, a sua forma recombinante esta sendo expressa com
uma estrutura monomérica, ou seja, com um unico CRD presente em sua estrutura, sendo,
portanto, espacialmente muito menor.

Com a imobilizacdo dessas lectinas no cristal de quartzo, obtém-se uma cobertura
muito maior da superficie quando a lectina nativa é imobilizada, devido ao seu maior volume
estrutural. Desta forma, com a adicdo de HRP 0,15 mihadiévido a uma superficie muito
mais exposta, a variacdo da frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo quando este esta
modificado com a lectina recombinante é, inicialmente, maior, devido as interacdes
inespecificas da HRP com a superficie do transdutor. As variacdes da freqiiéncia de oscilacao
se igualam depois de religado o fluxo, quando as moléculas de HRP em interacdo inespecifica
sdo removidas da superficie do transdutor.

A situacdo se inverte quando a concentracdo de HRP adicionada é 1,50 thmol L
seja, a maior variacdo de freqUéncia inicial € observada para o cristal de quartzo contendo a
lectina nativa imobilizada. A superficie modificada com a lectina nativa possui um
impedimento estérico maior para interagdes inespecificas, porém esta possui mais sitios para
interagir com a HRP adicionada. Desta forma quando a superficie sensora estd modificada
com a rArtinM a saturacdo ocorre mais rapidamente, sendo que um aumento na concentracao
de HRP adicionada néo levara a um aumento na variacao da frequéncia de oscilacao do cristal
de quartzo. Por outro lado, quando a superficie sensora esta modificada com a jArtinM, apesar
das interac6es inespecificas serem menores, devido ao maior numero de sitios presentes ermnr
sua estrutura para interacdo com a HRP, a saturacdo leva um tempo maior para ocorrer e 0
aumento na concentracdo de HRP adicionada leva a uma maior variagao inicial na frequéncia
de oscilacao do cristal de quartzo. Depois de religado o fluxo as variagdes na freqiiéncia nao
se igualam, restando uma diferenca de 2 Hz entre elas, fato que corrobora com as diferencas
na saturacao da superficie sensora modificada com a lectina nativa e recombinante.

As curvas de saturacdo de ambas as lectinas foram construidas e sdo apresentadas n:
Figura 16. Observando-se as curvas de saturacdo dos sitios de interacdo presentes na
superficie sensora, Fig.16, nota-se que quando o cristal de quartzo esta modificado com a
lectina recombinante, rArtinM, a saturacdo realmente ocorre mais rapidamente a uma

concentracédo de 0,75 mmol*lde HRP. Enquanto que, quando o cristal de quartzo esta
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modificado com a lectina nativa, jArtinM, a saturacdo dos sitios ocorre somente a

concentracéo de 1,00 mmof de HRP.
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Figura 16. Curvas de saturacdo dam) jArtinM e ( A) rArtinM com adi¢cBes crescentes de HRP, em
diferentes cristais de quartzo modificados.

A diferenca observada na saturacdo das formas da Artin M se deve, provavelmente, a
diferenca estrutural existente entre elas, o que leva a uma diferenca no ndmero de sitios
disponiveis para interacdo com HRP. No intuito de quantificar essa diferenca foi realizado um

ajuste exponencial nas curvas de saturacao utilizando como modelo a Equacéo 8.

o+ | =

y = Ae t+ Vo (8)
ondey é a variacdo da frequéncia de oscilacdo do cristal de quaré&a, concentracdo de
peroxidase adicionadd, é a amplitude & é ao constante de decaimento. O ajuste realizado é
apresentado na Figura 17. Os valores dos parametros, para ambas as formas da lectina,
encontrados no ajuste estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Resultados do ajuste realizado nas curvas de saturacdo de ambas as formas da lectina ArtinM,
utilizando a Equacéo 8.

JArtinM rArtinM
A -15+1 -14+1
t 0,6+0,1 0,7+0,2
Yo 18+1 17 +2

A partir dos resultados do ajuste realizado, e utilizando a Equacao 8, foram calculados
os valores de variacdo da frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo para cada uma das
concentracdes de HRP adicionadas ao transdutor funcionalizado tanto com a lectina nativa
quanto com a recombinante. Por meio da diferenca entre os valores encontrados para as
interacdes jArtinM-HRP e para a rArtinM-HRP observou-se uma diferenca de 7 % entre as

formas nativa e recombinante da lectina.
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0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14 1,6
[HRP] / mmol L ™

Figura 17: Ajuste exponencial realizado nas curvas de saturacdo de ambas as formas da lectina Artin M
(w) nativa e (V) recombinante.
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4.2. Avaliacao da Especificidade

Para a confirmacao da especificidade da interacédo entre a HRP e ambas as formas da
Artin M foi realizado um teste negativo utilizando a BSA. Primeiramente a BSA foi
imobilizada no transdutor, ao invés da lectina, e a este foi adicionada HRP 1,00 Tamol L
concentracdo na qual a superficie sensora modificada com ambas as lectinas j& se encontra
saturada. Esta medida foi realizada em triplicata e a variacdo meédia da freqiiéncia de oscilacéo

do cristal de quartzo foi de (8 2) Hz. Uma das medidas realizadas € apresentada na

Figura 18.
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Figura 18. Curva da variacdo da frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo em fungédo do tempo
referente a adicdo de HRP 1,0 mmol £ em BSA imobilizada no transdutor.

Comparando-se as variagdes na frequéncia de oscilagcdo do cristal de quartzo
funcionalizado com ambas as formas da lectina Artin M e com a BSA quando a HRP foi
adicionada, é possivel afirmar que a BSA néo interage com a HRP. Este resultado ja era
esperado, pois se sabe que esta proteina apresenta-se inerte frente a carboidratos ou
glicoproteinas, como a HRP, devido a auséncia de um CRD em sua estrutura. Estes resultados
corroboram para a confirmacéo da especificidade da interagc&o lectina-glicoconjugado, neste
caso jArtinM-HRP e rArtinM-HRP.
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Para a confirmacdo da interacdo entre a HRP e a lectina também foram realizadas
medidas de voltametria ciclica, devido a capacidade da HRP de reduzir o peréxido de
hidrogénio a agua por meio da reacado ilustrada na Figura 19. Neste experimento duas
condicOes de funcionalizacdo do cristal de quartzo piezelétrico foram utilizadas, (1) o eletrodo
de ouro com jArtinM imobilizada e (2) o eletrodo de ouro com rArtinM imobilizada. A
imobilizagdo de ambas as lectinas foi realizada por meio da formagdo de SAMs de

alcanotidis, como descrito na secéo 3.2.3.

(e}
Eletrodo ”
9 _\Au @ HRPred H:0:
e
!
OH
— =1 HRPox H.0
OH

Figura 19. Reacéao de reducao do #,na superficie do eletrodo em meio contendo hidroquinona.

Na Figura 20 estdo apresentados os resultados de voltametria ciclica obtidos com o
eletrodo de ouro contendo a HRP imobilizada em solugcdo PBS e em solucdo PBS apés a
adicao de KO, e hidroquinona ao meio reacional, na qual pode ser observado um aumento na
corrente catddica apds a adicdo @@t hidroquinona, o qual esta relacionado a reducdo do
peroxido de hidrogénio por esta enzima (MENDES, 2008).
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Figura 20. Voltametria ciclica do eletrodo de ouro modificado com HRP 1,00 mmol L(m) em
PBS 0,1 mol ! e () em hidroquinona 0,25pmol L™ e H,0, 850pmol L™ em PBS.

Os eletrodos foram, entéo, funcionalizados com a jArtinM e a rArtinM e imersos em
uma solugéo 1,00 mmolLde HRP por 30 min. Em seguida, o eletrodo foi lavado com PBS
e foi realizada a voltametria ciclica, em meio de PBS e apés a adica®ge Mdroquinona
no meio reacional. Os voltamogramas ciclicos obtidos estdo apresentados na Figura 21.
Analisando-se o0s resultados é possivel afirmar que ambas as formas da lectina estao
interagindo com a HRP, pois se observa um aumento na corrente catddica relacionado a
reducdo do peréxido de hidrogénio, assim como ocorreu quando no eletrodo de trabalho

estava imobilizada somente a HRP (Fig. 20).
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Figura 21. Voltametria ciclica (a) do eletrodo de ouro modificado com jArtinM ap6s 30 min de interacao
com HRP 05 mmol L'(m) em 0,1 mol L* PBS e ¢) em hidroquinona 0,25 pmol L™ e
H,0, 850 umol L™ em PBS, (b) do eletrodo de ouro modificado com rArtinM apés 30 min de interagéo
com HRP 055 mmol L w) em PBS e ¢) em hidroquinona 0,25 umol L* e HO0,
850 umol L™ em PBS e (c) sobreposicdo das voltametrias ciclicas dos eletrodos modificados com
(m) jArtinM e ( o) rArtinM.
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4.3. Determinacdo da Constante de Afinidade Aparente das
InteracOes jArtinM-HRP e rArtinM-HRP

As lectinas, devido a sua capacidade de reconhecimento e ligacdo especifica a
carboidratos e glicoproteinas, exercem um papel fundamental como mediadoras de diversos
processos bioldgicos. Desta forma, as lectinas sdo valiosas ferramentas para o estudo
funcional e estrutural de carboidratos complexos, especialmente glicoproteinas, e para a
andlise de mudancas que ocorrem na superficie celular durante processos fisioldgicos e
patologicos, da diferenciagéo celular ao cancer (SHARON, 1998). Portanto, o entendimento
das propriedades e funcfes das lectinas, assim como o seu uso como ferramenta nas diversa:
areas de estudo, depende da compreensédo da sua especificidade em relacdo aos carboidrato:
Uma maneira de analisar as interacdes lectina-carboidrato € por meio da determinacdo da
afinidade entre a lectina e o carboidrato, 0 que vem sendo realizado por meio do modelo das
isotermas de adsor¢ao de Langmuir (LEBED, 2006; ZHANG, 2006; PEDROSO, 2008).

A adsorcdo € um processo, no qual ocorre 0 acumulo de uma determinada substancia
em uma interface. Este processo pode ocorrer em todos os tipos de interface, tais como gas-
sélido, solucao-solido e solucdo-gas (PEDROSO, 2006), sendo que a ligagdo entre o
adsorbato e a superficie adsorvente pode ocorrer de duas maneiras. Na fisissor¢do, ou
adsorcéao fisica, a interacdo entre o adsorvato e a superficie adsorvente € determinada por
forcas de van der Waals, as quais sdo forgas fracas, porém de longo alcance e os valores
tipicos de entalpia para este tipo de adsorcéo estdo na faixa de 20'kComdlastando com
a fisissorcdo, a quimissorcéo, ou adsorcao quimica, € resultado de forcas de ligacdo muito
mais intensas, comparaveis as que conduzem a formacdo de compostos quimicos, desta
forma, as moléculas (ou &tomos) se ligam a superficie adsorvente por meio de ligacdes
quimicas (usualmente covalentes). Os valores de entalpia para os processos de quimissor¢ao
sdo superiores aos da fisissorcdo, e encontram-se na faixa de 200" kExuneto algumas
excecOes, 0s processos de quimissorcdo sao exotérmicos, sendo que a uma temperature
constante a quantidade de substancia adsorvida aumenta com a concentragédo do adsorbato, er
solugdo ou na fase gasosa (MOORE, 1976; CASTELLAN, 2001; ATKINS, 2006;
PEDROSO, 2006).

A primeira teoria quantitativa da adsorcéo de gases foi apresentada em 1916 por Irving

Langmuir, que baseou seu modelo nas seguintes hipéteses:
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(1) A superficie sélida contém um numero fixo de sitios de adsor¢do. No equilibrio em
qualguer temperatura e pressdo de gas, uma fracao de sitios é ocupada por

moléculas adsorvidas e uma fraddo n&do se encontra ocupada;

(2) Cada sitio pode manter apenas uma molécula adsorvida.

(3) O calor de adsor¢cédo é o mesmo para todos os sitios e ndo depende da fragdo coberta ;
(4) Nao existe interacdo entre moléculas situadas em sitios diferentes. A probabilidade de
uma molécula condensar sobre um sitio ndo ocupado ou abandonar um sitio ocupado
ndo depende de os sitios vizinhos estarem ou ndo ocupados (MOORE, 1976;
ATKINS, 2006).
A isoterma de adsor¢cdo de Langmuir surge a partir da analise da cinética de
condensacdo e evaporacdo de moléculas gasosas da superficie, sendo que o processo d

adsorcao pode ser representado pela reacédo quimica apresentada pela Equacao 9.
A, + M o AM (9)

Onde 4 é o adsorvato gasosk € um sitio vazio na superficie4M representa a
molécula ded4 adsorvido em um sitio na superficie. Consideréthdomo a fracdo da &area da
superficie recoberta por moléculas adsorvidas (grau de recobrimento), a velocidade de
modificagcdo do grau de recobrimento provocado pela adsorcdo € proporcional a pressao

parcial ded e do nimero de sitios vacaniilL — £}, e expressa pela Equacéo 10.

df
— = kopN(1 - 0) (10)

Ondek_ é a constante de velocidade de adsong@&oa pressao parcial do gav & o
namero total de sitios. A velocidade de variacac?ddurante o processo de dessorcdo €
proporcional ao numero de sitios ocupadosiVg, e expressa pela

Equacgéo 11.

dé
ol —k ;N6 (11)
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No equilibrio a velocidade de adsor¢cdo é igual a velocidade de dessorcao.
Resolvendo, portanto, esta relacdo de igualdade em relagdé abtida a expressédo da

isoterma de Langmuir, a qual é expressa pela Equacédo 12.

K.:
g =—2L (12)
1+K'p

Ondek’ é a constante de equilibrio para o processo de adsorcéo, ou seja, a razdo entre
a constante a adsorcdo e dessorcdo. Esta constante de equilibrio esta relacionada com &
energia envolvida no processo de adsorcéo, a qual corresponde a afinidade do sitio, presente
na superficie, pelo adsorvato.

A Equacdo 12 também é vdlida quando se trata da adsor¢cdo de uma substancia
presente em uma solucdo, desde que a pressdo parcial seja substituida pela concentracgéo,
da substancia na solucdo. Desta forma, a quantidade de substancia adsgrnseaa
proporcional a#, portanto,m = bf, sendob uma constante, que representa a maxima
adsorcao. Substituindo, enténa Equacdo 12, e rearranjando € obtida uma relacdo entre a
massa do adsorvato adsorvido e a sua concentracdo na solucdo, a qual € expressa pele
Equacéo 13.

LK C
m = (13)
1+K'C

Um aumento de massa na superficie do cristal de quartzo gera uma diminuicdo na sua
frequéncia fundamental de oscilacdo. Desta forma, a massa da Eqg. 13 pode ser substituida
pela variacdo da frequéncia de oscilagéo do cristal de quartzo causada pela interacdo entre a
HRP e a lectina imobilizada na superficie do sensor. A constante de adsorcao magima,
entdo, substituida pela variacdo da frequéncia maxifa.., referente a maior concentracao
de HRP capaz de interagir com a lectina na superficie do sensor, ou seja, a concentracéo de
saturacao.

Sendo assim, a relacdo entre a quantidade de substancia adsGhvidd ¢ a

concentracdo da mesma em solug@oeficontra-se expressa na Equacéo 14.

C C 1 1
= +

—~ = — (14)
Af Af, A K

max
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Onde4f é a variacdo de freqiéncia no equilibfé a concentracdo do ligante em
solucado, 4fnsax € a variacdo de frequéncia quando a concentracdo do ligante é infinita
(concentracao de saturacdo dos sitio®), € a constante de afinidade aparente da interacao
entre a lectina e seu ligante (LEBED, 2006; ZHANG, 2006). Somente em concentracdes
muito baixas é que a quantidade de substancia adsorvida é proporcional a concentracdo da
mesma na solucdo (PEDROSO, 2006).

Os valores da razao entre a concentracdo de HRP adicionada aos cristais de quartzo
modificados, tanto com a lectina nativa quanto com a recombinante, e a variacdo de

freqliéncia causada pela mesma encontram-se expressos na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados obtidos por meio dos experimentos realizados na QCM e utilizados na determinacéo
da constante de afinidade aparente das interagBes jArtinM-HRP e rArtinM-HRP, por meio da
Equacéo 14.

[HRP] / JArtinM rArtinM

mmol L* IHRP] / Af megia IHRP] / Af megia
0,15 0,023 + 0,011 0,023 + 0,001
0,22 0,024 + 0,002 0,026 + 0,004
0,30 0,036 + 0,005 0,038 + 0,009
0,40 0,033 + 0,003 0,044 + 0,009
0,50 0,049 + 0,008 0,056 + 0,006
0,65 0,056 + 0,006 0,051 + 0,001
0,75 0,071 + 0,007 0,066 + 0,018
1,00 0,069 + 0,007 0,072 + 0,001
1,50 0,110 + 0,027 0,098 + 0,017

A partir dos resultados expressos na Tabela 4 foram construidas as isotermas de
Langmuir para as interacdes jArtinM-HRP e rArtinM-HRP, as quais sdo apresentadas na

Figura 22.
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Figura 22. Isotermas de Langmuir obtidas para a (a) jArtinM para o célculo da constante de afinidade
aparente da interacao jArtin M-HRP. Isoterma de Langmuir obtida para a e (b) rArtinM.
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Pela raz&o entre o coeficiente angular e o linear das isotermas de Langmuir foram
determinadas as constantes de afinidade aparente para a interagdo das lectinas nativa e
recombinante com a glicoproteina HRP. Os valores das constantes de afinidade aparente
obtidos foram (4,& 0,9) x 16 e (2,6+ 0,5) x 16 L mol™ para as interacdes jArtinM-HRP e
rArtinM-HRP, respectivamente. Analisando estes resultados nota-se que existe uma diferenca
entre as afinidades da lectina nativa e recombinante pela HRP, como ja evidenciado,
anteriormente, pelas curvas de saturagdo. Tal diferenca é devido as diferencas nas estruturas
das lectina, pois a nativa é tetramérica e a recombinante € monomérica.

Apesar dos valores das constantes de afinidade aparente ser um pouco diferentes, a
ordem de grandeza de ambos é a mesma. Desta forma, para as condi¢des utilizadas, ou seja
de alta diluicdo da lectina imobilizada, pode-se afirmar que, apesar da estrutura quaternaria
das lectinas ser diferentes, a afinidade delas pela HRP é equivalente. Portanto, tal resultado
mostra que os sitios de interacdo da lectina nativa interagem com a glicoproteina HRP de
forma independe e com igual afinidade, de tal forma que sendo a lectina recombinante

monomeérica, e com somente um sitio para interagdo, possui afinidade equivalente pela HRP.
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4.4. Determinacdo da Constante de Associacdo Cinética para as
InteracOes jArtinM-HRP e rArtinM-HRP

As interacbes lectina-carboidrato também podem ser avaliadas por meio de sua
cinética de interagdo. Neste trabalho tal estudo foi realizado utilizando a lectina imobilizada
na superficie de um transdutor de modo a simplificar 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 interacéo entre a lectina e
seu ligante pode ser descrita como uma ligacdo receptor-ligante, sendo que um sistema
binario de interacéo é descrito pela Equacéo 15 (MAO, 2002; NILSSON, 2007).

[ 4[] = [L-c] a9

Onde [L]; corresponde a concentrac@le lectina imobilizada na superficie do
transdutor §C], a concentracdo de carboidrato ou glicoproteina em soludg&oe E; sao,
respectivamente, as constantes de velocidade de formacdo e dissociacdo do complexo
receptor-ligante, [L — C]. As velocidades de formacdo e dissociagdo do complexo

receptor-ligante.r e r. sdo definidas pelas Equacgdes 16 e 17.

r, _dL-c]_ kO[C] (16)
dt
=-dL-cl, o (17)
dt

Onde& e & correspondem a percentagem de sitios ligantes livres (lectina imobilizada
nao ligada ao carboidrato) e de carboidrato ligada a lectina na superficie do sensor em um
tempot, respectivamente, [€] a concentracdo de carboidrato em solugcdo. No equilibrio as
velocidades de formacgéao e dissociacdo do complexo receptor-ligante sacriggars,= .,

sendor, descrito pela Equagao 18.
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T, = k6, [C], = k_46, (18)

Onde o subscritce corresponde as quantidades no equilibrio. E as constantes de
associacdok,, e dissociacaok,, sdo descritas pelas Equacdes 19 e 20 (MAO, 2002;
NILSSON, 2007).

_ka_ &

KA N L B g.[c] (19)
= ka _ 8ul€]

K =4= 2 (20)

Definindo-se uma variavel de relaxacao do sistema em equilibrio dpmsendo esta

descrita pela Equacgao 21.
0=6,-6,, :[C] - [C]e =6,.~ 0, (21)

um desvio do equilibrio corresponde a derivada da velocidade da reacéo, sendo descrito pela
Equagéo 22.

- % = kl(gle + 5)([C]e + 5) - k—1(62,e - 5) (22)

O termo & pode ser desprezado, palscorresponde, fregiientemente, a um termo

muito pequeno. Sendo assim, a Equacédo 22 pode ser simplificada como demonstrado na
Equacédo 23 (MAO, 2002).

ds _(1
_E—(TJJ (23)

Onde o term@l/7) corresponde a constante descrita na Equacéo 24.

1 1 1 1
—=r| —4+———+— 24
r re[gl,e ' [C]e ' 92,ej ( )
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Esta constante corresponde a constante de relaxacdo da velocidade da reacdo, e o
termo 7 € conhecido como o tempo de relaxacdo da reacdo. Combinando as solucdes das
Equacdes 21 e 23 é possivel a obtencdo da percentagem méaxima de sitios ativos ligados ao
carboidrato 6 ¢ a qual é descrita pela Equacéo 25 (MAO, 2002; LEBED, 2006).

6,=6, [1-e) (25)

Um aumento emd corresponde a um aumento de massa na superficie do sensor,
sendo assim o valor d& é proporcional a um aumento de magsea Portanto, a variagao de
massa pode ser descrita pela Equacao 26 (MAO, 2002; LEBED, 2006).

Am=Am,fl-e ) (26)

Ondeam e Ammax correspondem a variacdo de massa em um teén@poo tempo
t— o (no equilibrio), respectivamente. Uma queda na frequéncia de vibracdo do cristal de
qguartzo pode ser relacionada a um aumento de massa na superficie do sensor, resultante de
ligacdo entre a lectina e o carboidrato. Embora a equacgéo de Sauerbrey (Eq. 1) ndo possa sel
utilizada para descrever a relacédo enftiee 4m quando 0 sensor encontra-se em meio de
solucéo, existe uma clara relacao entre esses dois parametros. Além disso, quando os valores
de 4f; resultantes da ligacdo ndo forem muito grandes, € razoavel assumitmgee
proporcional a4f;. Portanto, tal relacdo pode ser expressa pela Equacéo 27 (MAO, 2002;
LEBED, 2006).

Af =Af [1-e W) 27)

A relacdo expressa pela Eq. 27 é utilizada para a determinacdo, em dois passos, dos
parametros cinéticos que descrevem o processo de interacdo entre as lectinas e a HRP.

Primeiramente, a variacdo da frequéncia foi registrada em funcdo do tempo para
diferentes concentracdes de HRP adicionada a diferentes cristais de quartzo funcionalizados.
A média das replicatas obtidas para cada uma das concentracbes de HRP adicionada é

apresentada na Figura 23.
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Figura 23. Médias das curvas da variacdo da freqiiéncia de oscilagcao do cristal de quartzo em fungdo do
tempo para as adi¢6es de HRP, (a) 0,15; (b) 0,22; (c) 0,30; (d) 0,40; (e) 0,50; (f) 0,65; (g) 0,75; (h) 1,00 e
(i) 1,50 mmol L%, em (1) jArtinM e (2) rArtinM.
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A partir das curvas apresentadas na Fig. 23, por meio do ajuste realizado utilizando-se
a Eq. 27 foram obtidos os tempos de relaxagamrrespondentes a cada uma das adi¢des de

HRP a cada uma das lectinas. Na Figura 24 é apresentado um dos ajustes realizados.

254 Curva
Experimental
204
g Data: Datal_B
N 15- Ajuste Model: BoxLucas1
5 Equation:
S | y=a*1-exp(-b*) |
< 104 Weighting:
y No weighting
5- Chi~2/DoF= 0.76727
RM"2 = 0.91919
0- a  21.05029 :0.01904
b 0.01537 +0.00015

0 500 1000 1500 2000
t (s)

Figura 24: Ajuste realizado em uma curvaAf vs. tempo, para a adi¢cdo de HRP 0,5 mmol'Lem jArtinM,
utilizando a Equacéo 26.

As constantes de relaxacéo,?, definida pelo inverso do tempo de relaxacéo,
referentes a cada concentracdo de HRP adicionada a lectina nativa e recombinante séo
apresentadas na Tabela 5.

Em um segundo passo, a constante de relaxa¢dp,foi esbocada em funcido da
concentracdo de HRP adicionada a cada uma das formas da lectina Artin M, e estas curvas séo
apresentadas na Figura 25.

Esta curva é a base para a determinacdo da constante de associacdo cinética da
interacdo, pois o tempo de relaxacdo esta relacionado com a concentracao inicial do ligante
pela Equacédo 28 (MAO, 2002; LEBED, 2006).

rt=k[C]+k, (28)
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A constante de associacdo cinética da interagdo lectina-glicoproteina é dada pela
Equacéo 29 (MAO, 2002; LEBED, 2006).

K, =—L (29)

Tabela 5. Resultados obtidos para as interacdes jArtinM-HRP e rArtinM-HRP por meio do ajuste das
curvas Af vs. t realizados com a utilizacdo da Equacgédo 27.

JArtinM rArtinM
IHRe /-1 T media (*10°°) /
mmol L - T lmedia (107 / st
0,15 6+1 8+1
0,22 12+1 9+1
0,30 13+1 13+1
0,40 17+1 15+1
0,50 15+ 1 17 +1
0,65 24+1 22£2
0,75 24+1 232

Os valores das constantes de associdgaadjssociacdok_,, e associagao cinética,
K,, obtidos a partir das curvas da Fig. 25, para as interagoes jArtinM-HRP e rArtinM-HRP,

estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores das constantes de associagdo, dissociacdo e de associacdo cinética das interacdes
jArtinM-HRP e rArtinM-HRP.

Interac&o k, /L mol*s! k,/s* K, /Lmol?

jArtinM-HRP 28 +4 (4 +2) x 10° (7 £3) x 10

rArtinM-HRP 27 +2 (4+1)x10° (7+2)x 10
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Figura 25. Constante de relaxacdo em funcéo da concentracdo da HRP adicionada aos cristais de quartzo
modificados com (a) jArtinM e (b) rArtinM.
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Por meio dos valores das constantes de associacao cifgtipade-se afirmar que as
interacdes, jArtinM-HRP e rArtinM-HRP, possuem uma cinética equivalente, apesar das
diferengas estruturais existentes entre a forma nativa e recombinante da lectina. Os valores
das constantes de associagég e dissociacad;_,, corroboram para tal afirmacéo.

Comparando-se os valores das constantes de afinidade aparente (secdo 4.3) e das
constantes de associagao cinética (Tab. 6) das interacdes jArtinM-HRP e rArtinM-HRP, nota-
se a existéncia de uma pequena diferenca entre eles. Esta diferenca pode ser atribuida ac
modo como sao obtidos os valores das constantes.

Quando a HRP € adicionada ao cristal funcionalizado, esta pode interagir
inespecificamente com a monocamada e também com as moléculas de gelatina utilizadas no
bloqueio dos grupamentos carboxilicos remanescentes. Porém, quando o fluxo é religado
essas ligacdes, por ndo serem especificas, ou seja, por serem ligacdes fracas, se rompem ¢
essas moléculas de HRP sao lavadas da superficie do cristal, restando, somente as moléculas
gue estéo interagindo especificamente com a lectina imobilizada.

Na determinagdo da constante de afinidade aparente s&o utilizados os valores de
variacdo da frequiéncia de oscilacao do cristal de quartzo depois de religado o fluxo, ou seja,
valores referentes, somente, as interacdes ArtinM-HRP, seja ela nativa ou recombinante.
Enquanto que, na realizagdo do ajuste para a obtencdo da constante de relaxagdo, s&o
utilizadas as variagbes da frequéncia de oscilagdo do cristal de quartzo antes de religado o
fluxo, sendo que, neste caso as interacdes inespecificas ndo séo eliminadas.

Embora as interacdes inespecificas entre a glicoproteina HRP e a monocamada
possam prejudicar a comparacao entre as duas constantes calculadas para as interacoe:
ArtinM-HRP, ainda assim € possivel se observar a equivaléncia entre a lectina nativa e
recombinante. Por meio da constante de afinidade aparente verifica-se que a afinidade dos
sitios presentes na estrutura da lectina nativa pela HRP é equivalente a afinidade do unico
sitio presente na estrutura da lectina recombinante pela HRP. E na analise da constante de
associagao cinética verifica-se que ambas as lectinas possuem a mesma cinética de interagac
com a glicoproteina HRP, corroborando para a confirmacéo da equivaléncia entre a jArtinM e
a rArtinM.
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Avaliagcdo da Interagdo entre a
Artin M e Linhagens Leucémicas
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A técnica de QCM vem sendo utilizada para o monitoramento de ciclo celular, para a
avaliacdo de adesdo celular, apoptose e senescéncia, aléem do desenvolvimento de
imunossensores (ALESSANDRINI, 2006; SHEN, 2007; ELSOM, 2008; SAFINA, 2008;
TAN, 2008; CHEN, 2009; CHOU, 2009; POITRAS, 2009; WHITE, 2009). Acoplada a esta
técnica, as lectinas também vem sendo utilizadas para o desenvolvimento de imunossensores
para a deteccado de. coli (SHEN, 2007) e para a discriminacdo entre células normais e
cancerosas (TAN, 2008).

A possibilidade de estudos na distingdo entre células normais utilizando lectinas é
devido ao fato de que as células tumorais tém uma habilidade maior de se ligar as lectinas
vegetais do que as células normais. Tal processo € decorrente do processo de glicosilacéo
alterado apresentado pelas células tumorais, resultando em uma glicosilagdo aberrante. A
alteracdo da glicosilacao acarreta alteracdes nas interagdes célula-célula e célula-matriz, além
das alteracdes das vias de sinalizacdo que regulam a proliferacéo, diferenciacdo, migracéo e
angiogénese.

Além da identificacdo de células tumorais algumas lectinas vegetais vém sendo
estudadas para a sua utilizagdo como potencial droga para o tratamento de alguns tumores,
devido a sua capacidade de induzir a morte celular de células cancerigenas. Neste contexto, a
lectina Artin M possui a capacidade de induzir a morte celular de algumas linhagens de
células leucémicas humanas (CARVALHO, 2008).

Sendo assim, este trabalho, também avaliou a capacidade da lectina Artin M de
interagir com células de linhagem leucémica. As linhagens NB4 (leucemia promielocitica
aguda), K562 (leucemia eritro-megacarioblastica) e U937 (leucemia monocitica), foram
escolhidas devido a prévia verificacdo que de que Artin M, na sua forma nativa tetramérica, é
capaz de induzir apoptose, a morte celular, das mesmas em diferentes niveis. Sendo a ordem
de citotoxidade da Artin M sobre as células leucémicas, NB4 > K562 > U937. A forma
monomerica da lectina, apesar de nao induzir morte celular, interage com essas células da
mesma maneira que a forma tetramérica, devido a presenca de glicoproteinas na membrana
das mesmas. Dessa maneira, a morte é dependente nédo s6 do reconhecimento, mas também d
“cross-linking” de receptores glicosilados (CARVALHO, 2008).

Devido a dificuldade de obtencdo da lectina nativa, optou-se pela avaliagdo das
constantes de interacdo utilizando-se a lectina recombinante, monomérica. Esta opc¢ao

mostrava-se segura, pois nas secoes 4.3 e 4.4, observou-se que ambas as formas da Artin M
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possuem cinéticas de interacdo equivalentes com a glicoproteina HRP, assim como afinidade
de interagcao equivalente.

Desta forma, a variacdo da frequéncia de oscilacédo do cristal de quartzo foi registrada
em funcéo do tempo, e nas curvas obtidas foi realizado um ajuste por meio da Equacao 20. Os
valores da constante de relaxacdo da velocidade da reacdo para cada concentracdo de célula
adicionadas estdo apresentados na Tabela 7.

Por meio das curvas da constante de relaxacdo em funcédo da concentracédo de células
adicionadas, apresentadas na Figura 26, foram determinadas as constantes de equilibrio
cinética para a interacé@o entre a rArtinM e as trés linhagens de células leucémicas.

Por meio da linearizac&o, no intervalo de concentragdo apresentado na Tabela 7, das

curvas apresentadas na Figura 26, obteve-se os valores das constantes de adsQc@dgao (
dissociacdo K_, ) e de associacédo cinéticii,f das interagdes rArtinM-U937, rArtinM-K562

e rArtinM-NB4, os quais séo apresentados na Tabela 8.

Tabela 7. Resultados obtidos para a interacdo da rArtinM com as linhagens de células leucémicas, por
meio do ajuste das curvaaf vs.t realizados com a utilizacdo da Equacéo 27.

NB4 K562 U937

INB4]/  Tledia (*10°)  [K562]/  Tlmeda (*10°)/  [U937]/  T'meda (*107)
cel mL™? /st cel mL™? st cel mL*? /st

5,0 x10 (2,8+0,2)  1,25x16 (2,3+0,2) 1,25x16  (3,1+0,2)
7,5 x10 (2,6 +0,1) 2,5 x10 (2,4 +0,1) 2,5 x10 (4,2 +0,2)
10,0 x16 (2,9 +0,1) 5,0 x16 (3,1 +0,2) 5,0 x10 (7,1 +0,4)
12,5 x16 (3,1 +0,2) 7,5 x10 (3,6 +0,1) 7,5 x10 (7,9 +0,2)
15,0 x16 (3,2+0,1) 10,0 x16 (3,9 +0,1) 10,0x16  (9,3+0,3)
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Figura 26. Curvas da constante de relaxacdo em fungdo da concentragdo de células da linhadépNB4,
(*) K562 e @) U937 adicionadas aos cristais contendo rArtinM imobilizada.

Tabela 8. Valores das constantes de associacédo, dissociacédo e de equilibrio cinética das interacfes entre a
forma recombinante da lectina Artin M e as linhagens de células leucémicas.

Linhagem k, / mL cel* s* k,/s* K, /mLcer
NB4 (0,06 +0,01) x 1@ (2,2 +0,1) x 10° (0,3 +0,1) x 10
K562 (0,18 +0,01) x 1@ (2,0+0,1)x 10> (0,9 £0,1) x 10’
U937 (0,7140,03) x 10 (2,6 +0,2)x 10° (2,7 £0,3) x 10’

A analise dos resultados obtidos mostra que a afinidade da lectina pelas linhagens
decresce na seguinte ordem U937 > K562 > NB4. Esta variacdo de interagdo esta relacionada

com diferencas no padrao de glicosilagdo nos receptores celulares de Artin M nestas células.
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As diferencas nos padrdes de glicosilacdo sé&o provindas da mutagdo que ocorreu em cada
uma das linhagens, pois se tratam de células cancerosas.

A determinacédo das constantes de associacéo cinética entre a rArtinM e as linhagens
leucémicas foi realizada com o intuito de se estabelecer uma relacdo entre a afinidade da
lectina pelas glicoproteinas da membrana celular e seu efeito citotoxico, desta forma,
observou-se uma relagao inversa entre os dois eventos.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 8, pode-se observar que a constante de
associacdok;, € a responsavel pela diferenca de citotoxicidade, pois a constante de
dissociacdof_,, € praticamente a mesma para a interacdo entre a lectina e cada uma das
linhagens. Desta forma, a constante de associacao foi relacionada através do efeito citotoxico,
da Artin M sobre as linhagens leucémicas, com o tempo de vida da lectina no meio contendo
cada uma das linhagens.

Os resultados obtidos demonstraram que quanto mais rapida a associacdo entre a
lectina Artin M e os glicoconjugados presentes na membrana das células leucémicas menor a
sua citotoxicidade sobre esta linhagem. Essa diminuicdo de citotoxicidade pode estar
relacionada ao consumo da lectina durante a interacdo, ou seja, o tempo de vida dela no meio.

Quando a velocidade de associacao entre a lectina e os glicoconjugados da membrana
€ muito alta, apesar desta ser uma interacao reversivel, a lectina € consumida, ou seja, perde
sua conformacao 6tima, sendo, desta forma, impedida de interagir com outras células, o que
diminui seu efeito citotdxico sobre esta linhagem. Porém, quando a velocidade de associacéo
€ baixa a lectina é liberada antes que ocorra a perda da sua conformacédo 6tima, permitindo,
desta forma, que uma mesma lectina interaja com mais células aumentando, assim, a sua
citotoxicidade sobre esta linhagem.

Apesar disso, apenas um estudo protedmico podera dizer com seguranca quais Sao 0s
alvos de reconhecimento da lectina nas distintas linhagens e, assim, justificar melhor os

resultados observados.



CONCLUSOES
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A técnica de microbalanca a cristal de quartzo mostrou-se adequada para a avaliacao
de interacdes do tipo lectina-glicoconjugado, estando o glicoconjugado livre em solugcédo ou
fixado a membrana celular na forma de receptor. A técnica também se mostrou adequada para
a realizacdo de estudos em meio liquido.

A metodologia de funcionalizacdo do cristal de quartzo piezelétrico, as monocamadas
auto-organizadas, mostrou-se adequada para a imobilizacdo da lectina, tanto nativa como
recombinante, promovendo o espagamento adequado entre as moléculas de proteina
imobilizada e possibilitando o estudo das interagbes sem problemas com impedimento
estérico.

As formas nativa e recombinante da lectina Artin M, apesar das diferencas estruturais,
mostraram-se equivalentes quanto as suas afinidades pela glicoproteina HRP, além de
possuirem equivaléncia em sua cinética de interacgéo.

Perante os resultados das constantes de associacao cinética e de afinidade aparente da
interacdes jArtinM-HRP e rArtinM-HRP, foi possivel estabelecer uma relacao inversa entre o
efeito citotdxico da lectina Artin M sobre as linhagens hematopoéticas humanas, NB4, K562 e
U937 e a cinética de interacdo entre a lectina e os glicoconjugados expressos na membrana

destas células.
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Futuramente ainda podem ser avaliados os comportamentos de ambas as formas da
lectina Artin M frente a outros carboidratos e glicoproteinas pelos quais esta possui afinidade.
Isto, porque, apesar da Artin M recombinante ndo possuir todas as fungdes biolégicas que a
nativa possui, devido a presenca de somente um sitio de interacdo com carboidrato em sua
estrutura, aquelas funcdes que dependem somente da interacdo lectina-carboidrato para
ocorrer, sdo também apresentadas pela lectina recombinante.

No Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras da USP de
Ribeirdo Preto, coordenado pela Prof2. Drd. Maria Helena de Souza Goldman a lectina
Artin M ja esta sendo expressa em organismos diferentes, na tentativa de se conseguir a
expressao da proteina tetramérica. Desta forma, futuramente, também podera ser realizado um
estudo de equivaléncia analisando o comportamento desta nova proteina recombinante frente

as glicanas pelas quais a lectina nativa possui afinidade.
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APENDICE

Dedugdo detalhada da equagdo do modelo cinético
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A variavel de relaxacao do sistema em equilibrio cdme descrita pela Equacao Al.
6 =6, —6,,=[HRP] - [HRP], =0, — 0, (A1)

Um desvio do equilibrio corresponde a derivada da velocidade da reacdo, sendo
descrito pela Equagao A2.

— = — ks (810 + 65).(IHRP], + 6) —k_; (8, — 6) (A2)

Desenvolvendo a Equacao A2 temos entéo,

&
— % = k)0, [HRP], + Ky 6, 6+ ky [HRP], 6 +k; 62 —k_y 6,,+k_; &5 (A3)

Sabe-se, pela Equacao A4 que,
klgl,g[HR'D]g =T (A4)

k_,6,.=T1, (A4)

k,62=0 (A5)

Substituindo, entdo as Equacdes A4 e A5 na Equacdo A3 temos que,

%k, 8,,8+k, [HRP], 8 +k_, § (A6)

dt
Rearranjando a Equacao A4 obtém-se as Equacdes A7 e A8.

Ta

o=k HLQ = k= 10 [HRP]g

(A7)
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r,=k_,0,, - Koy =— (A8)

Substituindo, entdo as Equacgdes A7 e A8 na Equacdo A6 obtém-se que,

dd& 1

—, =07 (

dt

1 1
[HRP], * B1e + emj (A9)

O termo que multiplicé € uma constante, denominada como constante de relaxacao,

sendo assim,

rg( . +i+i)=3 (A10)

[HRP], 610 Bap T

Integrando-se, entdo a Equacao A9 obtém-se,
1 1
- [;dé= [—-dt (A11)
In|§| = —Ti t+C (A12)

Onde C é a constante de integracdo. Sendo assim,

1
S=ez'ef - ef=a (A13)
Comod é um pequeno deslocamento do equilibrio, este € dado pela Equacéo Al4.

Substituindo a Equacdo Al14 na Equagao A13 obtém-se,

1

— £
Hz =32_‘g—€£€ T

(A15)
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Como condi¢des de contorno tém-se que, quando o tempo é zero a percentagem de

complexos receptor-ligante formados também é zero, portanto,

t=0, 6,=0 portanto, a= 0,

=)

Substituindo-se, entéo o valor @eencontrado pelas condi¢cées de contorno, obtém-se
a Equacdo A16, utilizado como modelo para a realizagcdo dos ajustes e determinacao da

constante de associagao cinética.

1
8,=6,,(1—e " (A16)
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