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Lectinas sdo proteinas de origem ndo-imunoldgica que apresentam pelo menos um
dominio néo-catalitico de ligacdo especifica e reversivel a agucares, podendo ser encontradas
em animais, plantas e microrganismos (CAVADA, 2001). Devido a capacidade de ligacdo a
carboidratos, estas moléculas podem ser identificadas em extratos vegetais através de testes de
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aglutinacdo de hemacias (RAMOS, 2002; LANNOO & VAN DAMME, 2010; MIGUEL,
2015).

Os carboidratos, também conhecidos como glicidios ou acgucares, sdo moléculas
presentes nos seres vivos, assim como lipidios, proteinas e acidos nucléicos. A concordancia
das distintas funcbes bioquimicas de cada uma dessas moléculas proporciona a integridade da
célula e de todos os processos metabdlicos, fisioldgicos e genéticos dos organismos vivos. A
partir da década de 1970, com o surgimento de técnicas avangadas de analise quimica e fisica,
como a cromatografia, eletroforese e a espectrometria, foi possivel ampliar a compreensao das
funcBes dos carboidratos. Sabe-se agora que eles participam da sinalizacdo entre células e da
interacdo entre outras moléculas, ac6es bioldgicas essenciais para a vida (POMIM, 2006).

A Canavalia brasiliensis, popularmente conhecida como feijdo-bravo-do-Ceara, é uma
espécie vegetal cujas sementes sdo fontes da lectina ConBr (FERNANDES, 2011). A ConBr
apresenta pelo menos um dominio ndo-catalitico, permitindo que essa lectina reconheca
seletivamente e se ligue de maneira reversivel a agucares ou glicanos livres especificos
(manose ou glicose) presentes em glicoconjugados (MIGUEL, 2015). Essa particularidade a
torna muito importante para véarias aplicacGes biotecnoldgicas, a exemplo do desenvolvimento
de biossensores para carboidratos covalentemente ligados a lipideos ou proteinas
(glicoconjugados), sem esquecer da biocompatibilidade, robustez e capacidade de
miniaturizacdo das plataformas de deteccdo (LUONG, 2008; BARROCAS, 2008).

Os biossensores eletroquimicos sdo dispositivos analiticos que utilizam um material
bioldgico como interface de biorreconhecimento imobilizado a um transdutor, que converte o
processo de interacdo biolégica com o substrato em sinal elétrico, possibilitando o
monitoramento desta reacdo desde baixas concentracbes (LIS & SHARON, 1998;
THEVENOT et al., 2001; LANNOO & VAN DAMME, 2010;). Esses dispositivos também
sdo de simples construcdo, confiaveis, de rapida resposta e custo relativamente baixo
(THEVENOT et al., 2001; VELASCO-GARCIA & MOTTRAM, 2003; HOCEVAR, 2016).
As aplicacOes dos biossensores a base de lectinas podem ser encontradas em diferentes areas,
com destaque para investigacdes sobre tematicas da area ambiental e medicinal (ZHAO,
2010; NASCIMENTO, 2012; FERNANDES, 2016).

Apesar dos avancos alcancados na area, existem topicos de investigacdo que ainda
demandam esforco: estudar a variacdo da atividade das biomoléculas de acordo com a origem
da matéria-prima; avaliar diferentes técnicas de detec¢do, visando a melhora da performance
analitica do dispositivo para a analise de carboidratos livres e glicoconjugados; reduzir o
custo de producdo do dispositivo, sem comprometer a especificidade e sensibilidade analitica.

2 OBJETIVO

Estudar a interacdo da lectina ConBr com glicose por via eletroquimica, visando o
desenvolvimento de um biossensor para a quantificacdo do carboidrato.

3 METODOLOGIA

A lectina ConBr foi isolada e purificada, seguindo etapas de extracdo solido-liquido e
purificacdo cromatografica comunicadas por Moura (2019). Para a construgdo do biossensor,
utilizou- se um eletrodo de ¢xido de estanho dopado com indio (ITO) como suporte
eletrodico, modificado com poli(azul de metileno) (PAM) por voltametria ciclica (VC;
PGSTAT 101, Autolab), usando solucéo de azul de metileno 0,025 M e tampéo fosfato 0,1 M.
A lectina foi imobilizada sobre o filme de PAM por imersdo do dispositivo na solugdo



proteica (aproximadamente 0,2 mg mL™) por 12 horas, resultando no dispositivo de trabalho
— ITO/PAM/ConBr. Os ensaios de interacdo lectina-carboidrato na superficie do eletrodo
foram feitos em triplicata, usando VVC a 50 mV s e sulfato de sédio 0,1 M como eletrdlito.
As leituras foram feitas em uma célula eletroquimica de trés eletrodos: ITO/PAM/ConBr,
eletrodo de referéncia (Ag/AgCIH/Cl saurado) € eletrodo auxiliar (eletrodo de platina).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Antes de realizar o processo de modificacdo do ITO com PAM (Figura 1A), foi
estudado o perfil voltamétrico deste eletrodo como forma de verificar as possiveis alteracdes
na interface eletrodica ap6s cada etapa de modificacdo (Figura 1B). A eletrodeposi¢cdo do
filme de PAM ficou evidente mesmo a olho nu, e o perfil voltamétrico caracteristico esta
ilustrado na Figura 1C. O processo de modificagdo da superficie eletrédica é caracterizado por
processos bem caracteristicos de oxidacdo (-0,1 V e -0,07 V) e reducdo (-0,2 V), que se
estabilizam ao longo de 20 ciclos de varredura (Figura 1D).

Figura 1 - (A) Aspecto visual do eletrodo de ITO modificado com poli(azul de metileno).
Voltamogramas ciclicos registrados para o eletrodo de ITO sem (B) e apds a modificacdo com
PAM (C), seguido do estudo de estabilidade do dispositivo (D)
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Fonte: Autoria propria.

Os voltamogramas do processo de imobilizacdo da lectina e da interacdo do
carboidrato com o biossensor ITO/PAM/ConBr sdo mostrados na Figura 2. Os resultados
revelam uma mudanca no perfil voltamétrico apds a imobilizagéo da lectina sobre o eletrodo
ITO/PAM (Figura 2A), evidenciado com a queda na intensidade do sinal voltamétrico, além
de uma maior separacdo dos picos, em relagdo ao resultado obtido antes da modificagdo com
a proteina. Isto sugere que a biomolécula interagiu com a superficie ativa do suporte
eletrodico e o processo de modificacdo com esta biomolécula foi bem-sucedido, e que houve
um aumento na resisténcia de transferéncia de carga do dispositivo. Além disso, como 0s
sinais redox do poli(azul de metileno) permanecem evidentes mesmo ap6s a imobilizacdo da
lectina, estes mesmos processos podem ser usados para monitorar 0s eventos de interacdo da
lectina com carboidratos livres e/ou glicoconjugados. Apds a adicdo de glicose, houve a
diminuicdo da intensidade dos picos voltamétricos (Figura 2B), que se intensifica a medida
em que a concentracdo da glicose aumenta (1 - 100 pmol L™), mostrando que o dispositivo
tem potencial para ser utilizado como instrumento analitico no monitoramento de baixas
concentracdes de glicose. Mais estudos estdo sendo realizados para otimizar os parametros
eletroanaliticos, a fim de aplicar o dispositivo como biossensor eletroquimico para a
quantificacdo de glicose em amostras reais.

Figura 2 - (A) Voltamogramas ciclicos registrados nos diferentes estagios de construgdo do
biossensor ITO/PAM/ConBr; (B) Voltamogramas ciclicos registrados com o biossensor
ITO/PAM/ConBr antes e apds adicéo de 10 pmol L™ de glicose
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Fonte: Autoria propria.

5 CONSIDERACOES FINAIS

A eletrodeposic¢do de PAM sobre ITO mostrou-se eficiente para a formagéo de filmes
estaveis do modificador. O eletrodo resultante garante boa aderéncia e biocompatibilidade
para a proteina durante o desenvolvimento do biossensor, permitindo monitorar os eventos de
interacdo ConBr-glicose, mesmo em baixas concentracdes. Apesar do carater preliminar dos
resultados, os dados mostram que o biossensor ITO/PAM/ConBr possui grande potencial
como instrumento analitico para quantificar glicose em amostras complexas.
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